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Avaliação da Expressão de Mediadores Imunitários em Amostras de Cetáceos 
Capturados em Portugal Continental 
 
Os golfinhos comuns (Delphinus delphi) são animais sentinela para avaliação da integridade 
dos ecossistemas marinhos, protegidos ao abrigo da lei. Compreender o funcionamento do 
seu sistema imunitário é essencial, mas a sua captura premeditada é proibida. Através do 
estudo da expressão de citoquinas em amostras recolhidas na necrópsia de animais 
capturados acidentalmente é possível determinar os elementos do sistema imunitário em 
ação. Com o objetivo de criar um grupo controlo para analisar o perfil de resposta a 
morbilivirus dos cetáceos (CeMV), foram recolhidas amostras de linfonodo pulmonar e 
pulmão de 15 animais negativos ao vírus. Foi extraído o mRNA e analisada a expressão das 
Interleucinas (IL)-1β, 4, 6, 10, 12 e Fator de Necrose Tumoral (TNF) por PCR quantitativo. A 
expressão no pulmão foi heterogénea entre animais, verificando-se uma grande variação na 
expressão de IL-4, IL-12 e IL-1β, devido à exposição deste órgão ao meio exterior. A 
expressão no linfonodo foi homogénea entre animais, havendo uma expressão mais 
acentuada de TNF-α e IL-1β em relação às outras citoquinas, consistente com processos de 
inflamação aguda. Este estudo preliminar sugere a possibilidade de criar um grupo controlo 
a partir de animais de vida livre com amostras de linfonodo, mas não com amostras de 
pulmão, com aplicabilidade em estudos futuros tais como a avaliação de expressão de 
citoquinas em golfinhos infetados com CeMV. 
 







Evaluating the Expression of Immune Response Mediators in Samples from 
Accidentally Captured Cetaceans in the Portuguese Continental Coast 
 
Common dolphins (Delphinus delphi) are sentinel animals for assessing the integrity of 
marine ecosystems, protected under the law. Understanding their immune system is 
essential, but their deliberate capture is prohibited. Through the study of cytokine expression 
in samples collected at necropsy from animals caught accidentally it is possible to determine 
the acting elements of the immune system. In order to create a control group for the study of 
Cetacean Morbilivirus (CeMV) response profile, pulmonary lymph node and lung samples 
were collected from 15 animals negative to the vírus. mRNA was extracted and the 
expression of interleukins (IL)-1β, 4, 6, 10, 12 and Tumor Necrosis Factor (TNF) was 
analyzed by quantitative PCR. The expression in the lung was heterogeneous among 
animals, with a wide variation in IL-4 expression, IL-12 and IL-1β due to the organ’s exposure 
to the external environment. The expression in lymph nodes was homogeneous among 
animals, with a higher expression of TNF-α and IL-1β compared to other cytokines, 
consistent with acute inflammation processes. This preliminary study suggests the possibility 
of creating a control group from free roaming animals with lymph node samples, but not with 
lung samples, with applicability in future studies including the evaluation of cytokine 
expression in CeMV infected dolphins. 
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1. Descrição das atividades de estágio 
As atividades do estágio curricular obrigatório para a obtenção do grau Mestre em Medicina 
Veterinária decorreram no Centro de Investigação Interdisciplinar em Sanidade Animal 
(CIISA) da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de Lisboa, num período 
decorrido entre Outubro de 2014 e Maio de 2015, perfazendo um total de aproximadamente 
960 horas de trabalho. Foram realizadas em colaboração com o doutoramento em Ciências 
Veterinárias da Dra. Carolina Bento (FMV-ULisboa), desenvolvido no âmbito do projeto 
CetSensi - Cetáceos como organismos sentinelas da saúde do meio marinho (RECI/AAG-
GLO/0470/2012), tendo como instituição de acolhimento a Universidade de Aveiro e 
contando com a colaboração da FMV-UL, da Universidade do Minho, da Coordinadora para 
o Estudio de Mamiferos Mariños (CEMMA – Galiza) e da Sociedade Portuguesa de Vida 
Selvagem (SPVS). Os resultados obtidos contribuíram também para a elaboração de um 
poster “Health Assessment in Free Roaming Cetaceans: Determining Baseline Levels for 
Cytokine Expression in Common Dolphins” a ser apresentado em Julho de 2016 na 2016 
Joint AAZV/EAZWV/IZW Conference em Atlanta (ANEXO 9). 
O trabalho de investigação laboratorial consistiu na avaliação de perfis de expressão de 
diversas citoquinas em amostras de golfinhos comuns previamente recolhidas, tendo sido 
utilizadas técnicas de biologia molecular, incluindo extração e purificação de ácidos 
nucleicos, eletroforese em gel de agarose, PCR quantitativo, clonagem em plasmídeo 
recombinante, entre outras. 
Foi também possível acompanhar outros projetos como a investigação sobre sapos 
invasores de Madagáscar como potenciais vetores de agentes patogénicos e investigação 
sobre o Papilomavirus Bovino tipo 2 realizados pelos meus colegas Inês Félix e João 
Marques, respetivamente, alargando o espectro de aprendizagens e enriquecendo a 




Desde o início dos tempos que existe uma enorme ligação entre o ser humano e o mar, seja 
para procura de alimento, local de lazer, meio de deslocação, etc. No que diz respeito à 
sanidade, esta ligação também existe, porque perigos para a saúde dos oceanos podem ter 
consequências diretas e indiretas para a saúde humana. Muitas das doenças emergentes 
nos ecossistemas marinhos são zoonóticas (ex: tuberculose, leptospirose, brucelose, etc.), 
apresentando um elevado risco para a saúde humana; muitos dos contaminantes tais como 
metais pesados como o mercúrio, que lançamos para o oceano vão sendo transferidos ao 
longo da cadeia alimentar sofrendo bioacumulação, muitas vezes em animais que fazem 
parte da dieta humana. O consumo de peixe tem vindo a aumentar ao longo dos anos a 
nível mundial, estando nos 19,2kg per capita em 2012 e a grande percentagem continua a 
advir da pesca oceânica. Em 2011, a quantidade de peixe pescado nos oceanos bateu um 
record histórico, alcançando cerca de 93,7 milhões de toneladas, tendo mantido níveis 
bastante elevados em 2012 - cerca de 86,6 milhões de toneladas (Food and Agriculture 
Organization of the United Nations [FAO], 2014). No entanto, a sua preservação tem vindo a 
ser descurada e mesmo atualmente, as ações feitas nesse âmbito continuam a ser 
insuficientes, ainda que tenham vindo a aumentar. O agravamento da degradação dos 
ecossistemas marinhos é demonstrado pelo aumento progressivo de case reports sobre 
doenças e mortalidade em massa de mamíferos marinhos, os quais são considerados 
animais sentinelas (Gulland & Hall, 2007). 
Devido à sua enorme vastidão e complexidade, o estudo dos oceanos e dos seus 
ecossistemas num todo revela-se uma tarefa complicada. Guland & Hall (2007) afirmam que 
para poder ser feita uma avaliação correta dos ecossistemas marinhos é necessário que se 
façam programas de monitorização mais diretos, específicos e de confiança, algo que só 
pode ser atingido quando já existe uma quantidade considerável de conhecimento sobre o 
tema. É com esse objetivo que surge este trabalho, no sentido de contribuir para aumentar o 
conhecimento sobre os ecossistemas marinhos, mais concretamente dos mamíferos 





Segundo Stewart et al (2008), espécies e habitats sentinelas têm de pertencer a pelo menos 
1 de 3 categorias: (1) tendência a acumular agentes patogénicos, tóxicos ou contaminantes 
do meio envolvente; (2) ter uma dieta ou fisiologia que possa ser comparável à dos 
humanos, demonstrando potenciais efeitos prejudiciais para a saúde destes; (3) habitats que 
englobem pontos-chave do ecossistema, sendo os primeiros e os mais frequentemente 
afetados por alterações.  
Desta forma, os cetáceos conseguem inserir-se nas duas primeiras categorias, pois, ao 
serem animais carnívoros no topo da cadeia alimentar, vão atuar como bioacumuladores de 
compostos que sejam passados ao longo da cadeia alimentar. Este efeito é auxiliado pelo 
facto de serem animais com grande longevidade e grandes depósitos de gordura (Bossart, 
2011); e ao serem mamíferos do meio marinho, partilham a fisiologia e hábitos alimentares 
mais próximos dos humanos. Estas características aliadas ao facto de serem espécies 
“carismáticas”, que suscitam grande interesse publico, fazem dos cetáceos boas espécies 
sentinelas com grande impacto em questões ambientais (Reddy, Dierauf, & Gulland, 2001).  
No entanto, para que estes possam ser efetivos, é necessário implementar um sistema de 
vigilância e este tem de ser simples, sensível, representativo e precoce.  
 
2.2. Ecologia dos cetáceos 
Os golfinhos comuns (Delphinus delphi) pertencem à ordem Cetartiodactyla, classe 
Mammalia, família Delphinidae (Hammond, et al., 2008). São animais com ampla 
distribuição mundial (Figura 1), com uma população muito abundante, de cerca de 63,400 
indivíduos estimados na costa continental do oceano Atlântico em 2005 (Hammond, et al., 
2008). São animais difíceis de estudar devido ao seu estilo de vida migratório em habitat 
aquático, muitas vezes pelágico, de grande longevidade e com um longo período de 
gestação (Gulland & Hall, 2007). O seu estatuto de espécie protegida (Decreto-Lei nº 263/81 
de 3 de Setembro) impossibilita a captura para recolha de amostras. Posto isto, a única 
forma para estudar a anatomofisiologia destes animais é através das carcaças de animais 
mortos arrojados ou de capturas acidentais.  
Como já referido, o número de casos reportados de doenças e de arrojamentos em 
mamíferos marinhos tem vindo a aumentar nos últimos 40 anos (Gulland & Hall, 2007). Isto 
pode dever-se tanto ao aumento real do número de ocorrências, como à existência de 
melhores técnicas de identificação dos agentes patogénicos e de melhor organização por 
parte dos sistemas de vigilância. Seja como for, estes acontecimentos não podem passar 




Figura 1 - Distribuição geográfica da população mundial de Delphinus delphis 
 
Legenda: Distribuição dos habitats dos golfinhos comuns: área assinalada a amarelo torrado. 
Fonte: Hammond, P., Bearzi, G., Bjørge, A., Forney, K., Karczmarski, L., Kasuya, T., et al. (2008). 
Delphinus delphis. Obtido em 3 de Setembro de 2015, de The IUCN Red List of Threatened 
Species: http://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2008.RLTS.T6336A12649851.en 
 
2.3. Sistemas de vigilância 
Em Portugal os sistemas de vigilância têm vindo a sofrer alterações nos últimos anos. Em 
2005 a comissão europeia iniciou um processo de infração contra Portugal (juntamente com 
outros estados membros) devido à sua insuficiente capacidade de vigilância e proteção dos 
cetáceos da sua costa (Comissão Europeia, 2005), não respeitando a Directiva Habitats. 
Desde então têm sido feitos esforços visando a sua otimização. Em 2006 foi realizado um 
conselho de ministros onde foi criada a Estrutura de Missão para os Assuntos do Mar 
(EMAM) tendo em vista o desenvolvimento da Estratégia Nacional para o Mar (ENM) 
(Resolução do Conselho de Ministros nº 163/2006). No âmbito da ENM estabelecida em 
2006 foi criada a Comissão Interministeral para os Assuntos do Mar (CIAM) que aprovou o 
plano para a integração do sistema M@rbis na Rede Natura 2000. O M@rBis é “um sistema 
de informação georreferenciado da biodiversidade marinha” (M@RBIS - Sistema de 
Informação para a Biodiversidade Marinha, 2015). Atualmente encontra-se em vigor a ENM 
implementada em 2013 e aprovada em 2014 (Resolução do Conselho de Ministros nº 
12/2014), tendo como objetivo melhorar a vigilância e o aproveitamento dos ecossistemas 
marinhos até 2020. Dentro da ENM, temos, entre outros planos, o de extensão da Rede 
Natura 2000 ao ambiente marinho e o Plano Mar Portugal (PMP) que visava implementar a 
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Directiva Quadro Estratégia Marinha (DQEM) (Anexo B - O Plano Mar-Portugal, 2013-2020), 
a qual foi implementada em 2014. A DQEM é a parte responsável pela preservação e 
vigilância dos ecossistemas marinhos, 
 
(…)A DQEM tem como objetivos a proteção, preservação e valorização do 
ambiente marinho, impedindo a sua deterioração e garantindo, sempre que 
possível, a sua restauração, bem como a prevenção e progressiva redução 
da poluição marinha, de modo a assegurar que não existam riscos 
significativos para a biodiversidade marinha, para os ecossistemas 
marinhos, para a saúde humana e para as utilizações legítimas do mar 
(Programa de Monitorização e Programa de Medidas da Diretiva Quadro 
Estratégia Marinha, 2014, p. 9). 
 
A Rede natura 2000 é uma rede de áreas protegidas da UE, desenvolvida ao abrigo da 
Directiva Aves e Directiva Habitats, tendo como finalidade assegurar a conservação de 
espécies e habitats naturais ameaçados da Europa (European Commission, 2015). 
Com o objetivo de fornecer dados para a melhor implementação da Directiva Habitats e 
Directiva Aves em Portugal, foi criado o projeto MarPro, financiado pelo programa LIFE da 
UE. (LIFE+MarPro, 2013) 
O Instituto de Conservação da Natureza e Florestas (ICNF) é o principal órgão envolvido na 
vigilância da vida selvagem em Portugal (Instituto da Conservação da Natureza e das 
Florestas [ICNF], 2015), coordenando várias entidades, como a Rede de Apoio a Mamíferos 
Marinhos (ABRIGOS). A rede ABRIGOS é a entidade responsável pela coordenação da 
resolução dos arrojamentos em Portugal (Sociedade Portuguesa de Vida Selvagem [SPVS], 
2015). Quando se tratam de animais mortos, a recolha e necropsia são efetuadas pelas 
autoridades locais, sendo as amostras recolhidas para análise pela SPVS. O mesmo se 
passa para as capturas acidentais. Estes acontecimentos são relatados, à comissão 
baleeira internacional (CBI), da qual Portugal faz parte desde 2002 (International Whaling 
Commission [IWC], 2015) e ao ICNF. 
 
2.4. Imunologia 
O sistema imunitário (SI) compreende um conjunto de órgãos, células e moléculas 
integrados, atuando como um sistema de defesa contra agressões externas.  
De um modo geral, o funcionamento básico do SI dos golfinhos é semelhante ao dos 
humanos e animais domésticos, com algumas possíveis alterações relacionadas com o seu 
habitat e modo de vida aquático. Segundo Inoue et al (1999), o SI dos golfinhos é mais 
semelhante ao dos bovinos do que ao dos outros animais domésticos e do homem.  
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2.4.1. Caracterização geral do Sistema Imunitário 
O SI dos golfinhos, tal como nos mamíferos terrestres, pode desenvolver dois tipos de 
resposta: Inata e adaptativa (adquirida) (King, Aldridge, Kennedy-Stoskopf, & Stott, 2001). A 
resposta inata é a resposta inespecífica primária e as células que nela intervêm nesta 
resposta mantêm um número relativamente constante, não apresentando qualquer tipo de 
memória. As células envolvidas são principalmente os neutrófilos; células sentinela como 
macrófagos, células dendríticas (DC) e mastócitos; e células Natural Killer (NK). É a primeira 
resposta a ser montada em caso de infeção, estabelecendo um processo local denominado 
“inflamação”. A inflamação é caracterizada pelo aumento do fluxo sanguíneo no local da 
lesão/infeção, derivado da libertação de moléculas vasoativas pelos Mastócitos e tecidos 
lesionados, que levam à vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular local. 
Ocorrem alteração na aderência vascular levando à adesão local das primeiras células de 
defesa: neutrófilos e macrófagos, que estabelecem a primeira linha de defesa para o 
controle da maioria dos agentes patogénicos da área inflamada. Tanto os neutrófilos, como 
os macrófagos destroem os agentes patogénicos através da fagocitose: interiorização do 
agente e posterior digestão enzimática. Porém, para que este fenómeno seja possível, é 
necessário contrariar a carga negativa das bactérias, opsonizando-as com moléculas de 
carga positiva, denominadas opsoninas. As opsoninas podem ser anticorpos da imunidade 
adquirida ou moléculas antimicrobianas da imunidade inata, como lectinas e componentes 
do sistema complemento. O sistema complemento é um conjunto de proteínas séricas e 
membranares com funções inflamatórias, protetoras e imunorreguladoras, que têm 
relevância na imunidade inata e adquirida, podendo, não só opsonizar os agentes 
patogénicos, como também destruí-los diretamente. Muitos dos componentes do sistema 
complemento, juntamente com outras proteínas, são produzidos nos hepatócitos em 
resposta às citoquinas inflamatórias, formando o grupo das proteínas de fase aguda. Para 
além das funções do sistema complemento, as proteínas de fase aguda vão ter outras 
funções importantes na defesa contra agentes patogénicos e na recuperação da inflamação. 
(Tizard, 2009). 
 
A resposta adaptativa actua inicialmente em situações onde a resposta inata não é 
suficiente. Trata-se de uma resposta mais específica, com o desenvolvimento de células de 
memória. Nela participam também algumas células da resposta inata com a função de 
apresentadores de antigénios: macrófagos e DC. Antigénios são fragmentos do agente 
patogénico, após processamento pelas células apresentadoras de antigénios (APC), com 
capacidade de desencadear uma resposta específica. Os antigénios são apresentados aos 
linfócitos T auxiliares (Th) e estes vão ser as principais células a definir qual a resposta a 
desencadear. No entanto, a sua ativação também vai estar dependente de quais as células 
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que apresentaram os antigénios e estas, por sua vez, vão estar dependentes do tipo de 
antigénios (Figura 2).  
A resposta adaptativa a desencadear pode ser de dois tipos: humoral e celular. Na resposta 
humoral, as principais células intervenientes são os linfócitos B, que se podem diferenciar 
em plasmócitos com capacidade de produção de anticorpos; ou em células B de memória. 
Na resposta celular, as principais células intervenientes são os linfócitos T citotóxicos 
(CD8+) e células NK, estando estas também envolvidas na imunidade inata. Existe ainda 
outra classe importante de linfócitos T: os linfócitos T reguladores, cuja função é regularem a 
resposta adaptativa, de modo a que não se desenvolva na ausência de estímulo antigénico 
e impedindo a sua perpetuação (Tizard, 2009). 
As respostas inata e adaptativa encontram-se intimamente relacionadas entre si através da 
produção de citoquinas pelas diferentes células envolvidas. Estas proteínas têm uma ação 
de sinalização intracelular, direcionando a ação das células do SI.  
 
Figura 2 - Esquema geral da sinalização da resposta adaptativa 
 
Legenda: DC- Célula dendrítica tipo 1 (mieloides); DC2 – Célula dendrítica tipo 2 (plasmocitoides); 
Th1 – Linfócito T auxiliar tipo 1; Th2 – Linfócito T auxiliar tipo 2; TCD8+ – Linfócito T citotóxico; B – 
Linfócito B; Plasm. – Plasmócito   
2.4.2. Citoquinas 
As citoquinas são proteínas solúveis produzidas pelas diferentes células do SI, atuando 
como sinalizadores intercelulares, permitindo a comunicação e a integração entre as 
diferentes respostas do SI. Ao contrário das hormonas convencionais, cada citoquina pode 
ser produzida por diferentes células, assim como pode agir sobre diferentes células do SI, 
por vezes duma forma redundante. Para além das funções reguladoras que exercem sobre 
a resposta imunitária, as citoquinas estão envolvidas noutros processos, dos quais se 
destacam a fibrinogénese, a lipólise (Tizard, 2009) e a função cardíaca (Ridker, et al., 2000) 
entre outras. Dada esta diversidade e falta de linearidade de funções, existem diferentes 
formas de as classificar. 
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2.4.2.1. Processos que antecedem a produção de citoquinas 
Os Padrões moleculares associados a agentes patogénicos (PAMP) são moléculas 
altamente conservadas presentes nos agentes infeciosos, tais como alguns compostos da 
sua periferia, ausentes nas células animais. As células sentinelas como as células 
dendríticas, alguns macrófagos e mastócitos, reconhecem os agentes patogénicos através 
da ligação dos PAMPs a recetores celulares capazes de identificar padrões moleculares, 
tais como os recetores tipo Toll (TLR) e os tipo NOD (NLR), entre outros. Os TLR localizam-
se principalmente na membrana citoplasmática na superfície das células, enquanto os NLR 
se encontram no interior da célula. Quando um PAMP se liga a um TLR, forma o 
inflamassoma e são ativadas diferentes vias de sinalização. Uma delas é um fator ativador 
da transcrição celular, denominado Fator Nuclear kappa-B (NF-kB), cuja função é a ativação 
da transcrição dos genes codificantes das citoquinas pró-inflamatórias, nomeadamente a 
Interleucina-1 (IL1); Interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFα). 
Simultaneamente, esse inflamassoma vai ativar a produção da Caspase-1, uma enzima que 
vai ser responsável pela ativação de polipéptidos percursores de algumas interleucinas, que 
se encontram no citoplasma, enquanto pró-moléculas inativas após a sua tradução (Figura 
3). Os NLR também vão atuar na geração de NF-kB (Tizard, 2009). 
 
Figura 3 - Sinalização PAMP-TLR 
 
Legenda: NF-kB – Fator de transcrição nuclear kB; PAMP – Padrão molecular associado a agentes 




Através do processamento inicial dos PAMP, as APC, particularmente as DC, vão ser 
responsáveis pela ativação dos linfócitos Th. Para tal, é necessário que as APC expressem 
o antigénio ligado aos seus complexos maiores de histocompatibilidade classe 2 (MHC 
classe II) na superfície celular. Desta forma, os MHC classe II vão ser reconhecidos por 
recetores CD4, permitindo que ocorra uma interação mais prolongada entre as duas células. 
Os recetores CD4 estão associados aos recetores de antigénios dos linfócitos T (TCR), 
específicos para aquele antigénio e, em conjunto, vão ativar o complexo proteico CD3. Este 
complexo proteico garante a transdução do sinal para o interior da célula, levando à ativação 
de tirosina quinases (TK) cuja ação enzimática ativa três fatores de transcrição principais:  
i) o fator nuclear de linfócitos T ativados (NF-AT) , ii) o NF-kB e a iii) proteína ativadora 1. No 
entanto, para que a activação da célula seja efetiva, são necessários três fatores co-
estimuladores (Figura 4): 
1. Ligação de receptores secundários entre as APC (CD40) e os Linfócitos T (CD154) e 
entre os linfócitos T (CD28) e as APC (CD80) ou com os linfócitos B (CD86); 
2. Moléculas de adesão, como a ICAM-1, que mantenham as células unidas por mais 
tempo e  
3. Citoquinas libertadas pela APC.  
As citoquinas co-estimuladoras vão determinar o tipo de Linfócitos Th que irá ser 
estimulado. DC1 ou macrófagos ativados pró-inflamatórios (M1) vão produzir IL12 que 
despoleta uma resposta Th1, com libertação de IL2, IFNɣ e TNF α. DC2 vão produzir IL1 e 
IL-4, estimulando a resposta TH2, com libertação de IL10, IL4, IL5, IL6 e IL13, entre outras 
(Tizard, 2009). 
Todos os processos descritos implicam a ativação de fatores ativadores da transcrição, que 
desencadeia a transcrição dos mRNA codificantes das diferentes citoquinas e 
posteriormente à sua tradução, dando origem às moléculas proteicas funcionais. O mRNA 
celular contém a informação genética ativa em processamento na célula.  
A avaliação do padrão de expressão genético das células pode ser efetuada através do 
estudo da expressão dos genes em relação a um gene constitutivo de expressão constante 
(gene referência). Considerando que as citoquinas são os mediadores químicos do SI, o 





Figura 4 - Sinalização celular APC-Th 
 
Legenda: Ag – Antigénio; AP1 – Proteína activadora 1; APC – Célula apresentadora de antigénios; 
CD – Cluster de Diferenciação; MHC II – Complexo maior de histocompatibilidade tipo 2; NF-AT – 
Factor de transcrição nuclear de linfócitos T activados; NF-kB – Factor de transcrição nuclear kB; 
TCR – Receptor das células T; Th – Linfócito T auxiliar; TK – Tirozina Quinase 
 
2.4.2.2. Citoquinas Pro-inflamatórias – TNF-α, IL-1, IL-6 
2.4.2.2.1. TNF-α  
A caquectina, denominada fator de necrose tumoral alfa ou fator indutor de diferenciação 
(DIF) e TNFSF2 (Aggarwal, Samanta, & Feldmann, TNFα, 2000) – é uma proteína trimérica 
com uma massa molecular de aproximadamente 17kDa (Denis & Archambault, 2001). É 
produzida principalmente por macrófagos e monócitos; células dendríticas; mastócitos; 
linfócitos T; linfócitos B ativados; células NK; neutrófilos; entre outros (Bonder, Finlay-Jones, 
& Hart, 1999; Serbina, Salazar-Mather, Biron, Kuziel, & Pamer, 2003; Gordon & Galli, 1990; 
Huaux, Liu, McGarry, Ullenbruch, & Phan, 2003; Opata, Ye, Hollif ield, & Garvy, 2013; Kashii, 
Giorda, Herberman, Whiteside, & Vujanovic, 1999; Cassatella, Meda, Bonora, Ceska, & 
Constantin, 1993).  
A modulação positiva da sua produção é efetuada por diferentes citoquinas potenciadoras 
de resposta imunitária (como interferões, IL-1β, IL-2, IL-12) e fatores de ativação celular 
relacionados com lesão tecidular e inflamação (Vila-del Sol, Punzón, & Fresno, 2008; 
Bethea, Gillespie, & Benveniste, 1992; Aste-Amezaga, D'Andrea, Kubin, & Trinchieri, 1994; 
Falvo, et al., 2000; Saraya & Balkwill, 1993). A modulação negativa ocorre por ação de 
citoquinas imunossupressoras (IL-6 e IL-10) e de resposta Th2 (IL-4 e IL-13), para além da 
ação de agentes e fármacos imunossupressores/anti-inflamatórios e antioxidantes (Aderka, 
Le, & Vilcek, 1989; Levings & Schrader, 1999; de Waal Malefyt, et al., 1993a; 1991; Debets, 
Ruers, van der Linden, van der Linden, & Buurman, 1989; Euqui, et al., 1994). 
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O TNF-α pode ligar-se a dois recetores distintos: o p60 (tipo 1, p55 ou CD120a) e o p80 (tipo 
2, p75 ou CD120b). O p60 é expresso por todos os tipos de células sendo responsável pelos 
efeitos citotóxicos do TNF-α (Aggarwal, Samanta, & Feldmann, TNF Receptors, 2000). O 
p80 é principalmente expresso por células dos sistemas hematopoético e imunitário e, 
quando na forma solúvel, é um potente antagonista do TNF-α (Tilg, Trehu, Atkins, Dinarello, 
& Mier, 1994; Aggarwal, Samanta, & Feldmann, TNF Receptors, 2000).  
O TNF-α é constituído por uma sequência amino-acídica altamente conservada entre 
espécies (Denis & Archambault, 2001). O TNF-α é inicialmente traduzido como uma proteína 
percursora, que é clivada intracelularmente pela enzima Caspase 1, dando origem à sua 
forma ativa (Tizard, 2009). A clivagem enzimática pode ocorrer fora da célula pela enzima 
proteinase 3, dando origem também a uma molécula ativa (Coeshott, et al., 1999). 
A sua função na defesa do organismo é essencial, sendo dos principais intervenientes no 
fenómeno da inflamação. É a primeira citoquina pró-inflamatória a ser produzida num 
processo inflamatório, sendo seguida pela IL1 e posteriormente pela IL6 (Tizard, 2009). Os 
seus efeitos pró-inflamatórios incluem: a quimiotaxia de monócitos e neutrófilos e a 
facilitação da fagocitose, a adesão desses leucócitos a células endoteliais e a estimulação 
do burst oxidativo (Wang, Walter, & Mantovani, 1990; Smart & Casale, 1994; Collins & 
Bancroft, 1992; Mackay, Loetscher, Stueber, Gehr, & Lesslauer, 1993; Itou, et al., 2002). É 
responsável pelos “sinais cardeais” da inflamação: calor, tumor, edema, dor e rubor (Tizard, 
2009). Isto deve-se à participação do TNF-α no aumento da permeabilidade vascular através 
da estimulação do fator de permeabilidade vascular VEGF e de outras citoquinas pro-
inflamatórias (IL-8, IL-1, GM-CSF), assim como das enzimas ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e 
NOS2, que vão promover e prolongar a inflamação (Giraudo, et al., 1998; Smart & Casale, 
1994; Munker, Gasson, Ogawa, & Koeffler, 1986; Nakao, et al., 2002; Barsacchi, et al., 
2003; Bachwich, Chensue, Larrick, & Kunkel, 1986). Vai também estimular a chamada e 
adesão de leucócitos ao local de inflamação através da estimulação da produção de 
quimiocinas e moléculas de adesão (McHale, Harari, Marshall, & Haskard, 1999; Murao, et 
al., 2000; Zhao, Chen, Yao, & Chen, 2005). Vai associar-se à IL-1 para atuar no cérebro, 
causando febre, letargia, mal-estar e falta de apetite (Bluthé, Dantzer, & Kelley, 1991; 
Stefferl, Hopkins, Rothwell, & Luheshi, 1996; Tizard, 2009). Em casos extremos de infeções 
muito graves por bactérias gram-negativas, que resultem em sépsis, o TNF-α é o principal 
mediador da síndrome do choque séptico, provocado pela libertação do LPS da parede 
bacteriana (Spooner, Markowitz, & Saravolatz, 1992). 
Tem também alguma capacidade de induzir a produção de proteínas de fase aguda pelos 
hepatócitos (Fonfara, Kakuschke, Rosenberger, Siebert, & Prange, 2008; Baumann & 
Gauldie, 1990). 
Para além da sua importância na imunidade inata, participa na transição para imunidade 
adquirida, principalmente na celular, participando na apresentação de antigénios pelas APC 
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e na co-estimulação e sensibilização dos linfócitos T a citoquinas da resposta celular 
(Tizard, 2009; Lowenthal, Ballard, Böhnlein, & Greene, 1989; Sallusto & Lanzavecchia, 
1994). Tem atividade antitumoral (Urban, Shepard, Rothstein, Sugarman, & Schreiber, 
1986).  
2.4.2.2.2. IL-1 
A Interleucina 1 – originalmente referida como EP, LEM, MCF ou LAF (Dinarello, 2000) – é 
uma citoquina pro-inflamatória de cerca de 17kDa (Denis & Archambault, 2001).  
É produzida principalmente pelos monócitos, macrófagos e células dendríticas e 
secundariamente por linfócitos T, B neoplásicos, células NK e queratinócitos ativados 
(Puren, Fantuzzi, & Dinarello, 1999; Gardella, et al., 2000; Numerof, Kotik, Dinarello, & Mier, 
1990; Aguilar-Santelises, et al., 1991; Zepter, et al., 1997; Conti, et al., 1991).  
A sua produção e libertação são processos complexos que necessitam diferentes estímulos: 
A transcrição do mRNA codificante é estimulada pelo sistema complemento (Schindler, 
Gelfand, & Dinarello, 1990b), pela hipoxia (Ghezzi, et al., 1991), pela coagulação (Mileno, et 
al., 1995) e pela IL-2 (Saraya & Balkwill, 1993). No entanto, para ocorrer transcrição e 
tradução, é necessária a estimulação pela ligação de PAMPs a recetores TLR e CD14 
(Tizard, 2009) ou pelo contacto da IL-1 com os recetores celulares (Schindler, Gelfand, & 
Dinarello, 1990b). 
Quando a IL-1 é traduzida, apresenta duas formas: a forma ligada à célula, denominada IL-
1α e a forma livre, denominada IL-1β (Dinarello, 2000). Ambas as proteínas têm efeitos 
semelhantes, partilhando sequências amino-acídicas comuns nas regiões de ligação aos 
recetores (Beineke, Siebert, Wohlsein, & Baumgärtner, 2010).  
A IL-1β é inicialmente traduzida como uma proteína percursora com cerca de 31kDa, sendo 
posteriormente clivada intracelularmente pela enzima Caspase 1, dando origem à sua forma 
ativa com um peso molecular de 17,4 kDa (Black, et al., 1988; Tizard, 2009). A clivagem 
enzimática pode ocorrer fora da célula pela enzima proteinase 3, dando origem também a 
uma molécula ativa (Coeshott, et al., 1999).  
A IL1 β vai ligar-se aos recetores IL-1R tipo 1 (CD121a) e IL-1R tipo 2 (CD121b): O IL-1R1 é 
o recetor de sinalização após interação com uma proteína acessória denominada IL-1RAcP; 
o IL-1R2 é um inibidor, ligando-se irreversivelmente à citoquina, funcionando como 
antagonista (Dinarello, 2000; Tizard, 2009).  
Para além do IL-1R tipo 2, que é o principal antagonista e inibidor dos efeitos desta citoquina 
(Granowitz, et al., 1991), existem outros antagonistas, inibidores da sua produção, dos quais 
o IFNɣ, IFNα, IL-10, IL-13, IL-4, IL-6, corticosteroides e antioxidantes são exemplos 
(Schindler, Ghezzi, & Dinarello, 1990a; de Waal Malefyt R. , Abrams, Bennett, Figdor, & de 
Vries, 1991; de Waal Malefyt, et al., 1993a; Vannier, Miller, & Dinarello, 1992; Schindler, et 
al., 1990c; Uehara, Kohda, Sekiya, Takasugi, & Namiki, 1989; Euqui, et al., 1994). A IL-1β é 
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uma proteína cuja sequência aminoacídica é conservada de espécie para espécie (Beineke, 
Siebert, Wohlsein, & Baumgärtner, 2010).  
Aliada ao TNFα, atuam no cérebro sendo responsáveis pela febre, letargia, mal-estar e falta 
de apetite (Bluthé, Dantzer, & Kelley, 1991; Stefferl, Hopkins, Rothwell, & Luheshi, 1996; 
Tizard, 2009). Estimula também a síntese de COX-2 e NOS2 pelos macrófagos, 
promovendo a inflamação local (Sato, et al., 2012). Nas células do endotélio vascular, a IL-1 
β estimula a libertação de quimiocinas e moléculas de adesão para atrair leucócitos 
circulantes (McHale, Harari, Marshall, & Haskard, 1999; Parry, Martin, Felts, & Cobb, 1998; 
Kaplanski, et al., 1994). Promove ainda a coagulação (Yang, et al., 2013). 
A IL-1 estimula o nervo vago e o SNC, tornando-os mais suscetíveis a estímulos (Ek, 
Kurosawa, Lundeberg, & Ericsson, 1998; Samad, et al., 2001). Estimula a proliferação e a 
ativação de fibroblastos, queratinócitos, células mesangiais, células da glia e da musculatura 
lisa vascular (Postlethwaite, Lachman, & Kang, 1984; Elias, Freundlich, Adams, & 
Rosenbloom, 1990; Yano, Banno, Walsh, & Blumenberg, 2008; Tesch, Lan, Atkins, & 
Nikolic-Paterson, 1997; Spangelo, Farrimond, Pompilius, & Bowman, 2000; Libby, Warner, & 
Friedman, 1988). Suspeita-se que também intervenha na reabsorção óssea pelos 
osteoclastos (Jimi, et al., 1999). Uma das suas principais funções, aliada à IL-6, é a indução 
das células hepáticas (e alguns macrófagos e linfócitos) a produzirem as proteínas de fase 
aguda tipo 1, tais como a haptoglobina (HP), a proteína do choque térmico 70 (HSP70 do 
inglês heat shock protein) e a metalotioneína 2 (MT2) (Fonfara, Kakuschke, Rosenberger, 
Siebert, & Prange, 2008; Tizard, 2009; Cray, Zaias, & Altman, 2009). Tem alguma 
importância na transição para a resposta humoral (Tizard, 2009; Farrar & Hilfiker, 1982). 
2.4.2.2.3. IL-6 
A IL6 – também conhecida como IFN-β2; TRF; BCDF; BCDFII; proteína 26kDA; BSF-2, 
HPGF; HSF ou MGI-2 (Matsuda & Hirano, IL-6, 2000) – é uma proteína composta por 186 
aminoácidos, que se apresenta com 5 formas diferentes, cuja massa molecular varia entre 
21 a 30kDa. É produzida primariamente como uma proteína percursora de 212 aminoácidos, 
que, após glicosilação e fosforilação, dá origem às formas ativas (May, et al., 1988). É 
produzida principalmente por macrófagos, mastócitos (Tizard, 2009; Feder, Todaro, & 
Laskin, 1993; Burd, et al., 1989), fibroblastos (Van Damme, et al., 1989) e células endoteliais 
(Feder, Todaro, & Laskin, 1993) e secundariamente por linfócitos T (Espevik, Waage, 
Faxvaag, & Shalaby, 1990) e B (Tanaka, et al., 1988); eosinófilos (Hamid, et al., 1992), 
mastócitos (Burd, et al., 1989), condrócitos (Guerne, Carson, & Lotz, 1990), osteoblastos 
(Ishimi, et al., 1990), células da micróglia, astrócitos (Yasukawa, et al., 1987), trofoblastos 
(Kameda, et al., 1990), queratinócitos (Grossman, et al., 1989), células da musculatura lisa 
(Loppnow & Libby, 1990), células mesangiais (Ruef, et al., 1990), células beta e células da 
tiroide (Bendtzen, Buschard, Diamant, Horn, & Svenson, 1989), entre possíveis outras. A 
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sua produção é induzida por PAMPs e estimulação antigénica; pelas citoquinas pro-
inflamatórias IL1 e TNFα, assim como pelo IFNβ, pelo PDGF e pela IL-2 (Tizard, 2009; 
Kohase, May, Tamm, Vilcek, & Sehgal, 1987; Saraya & Balkwill, 1993). É inibida nos 
leucócitos por glucocorticoides e pelas citoquinas Th2: IL-4 e IL-13 (Waage, Slupphaug, & 
Shalaby, 1990; te Velde, Huijbens, Heije, de Vries, & Figdor, 1990; Minty, et al., 1993). A IL-
6 pode também ser estimulada pela IL-4, quando da resposta humoral, sendo libertada por 
Linfócitos B; e pela il-13 nos osteoblastos (Smeland, Blomhoff, Funderud, Shalaby, & 
Espevik, 1989; Frost, et al., 1998). 
Os recetores da IL-6 consistem em duas subunidades proteicas: a IL-6R (cadeia alfa), que 
se liga à IL-6 com baixa afinidade e a gp130 (cadeia beta), uma glicoproteína 
transmembranar que se liga ao complexo formado pela IL-6 e a IL-6R, formando um novo 
complexo de alta afinidade capaz de induzir a sinalização celular (Ward, et al., 1994).  
A IL-6 intervém tanto na imunidade inata como na adquirida. Na primeira, apesar de estar 
associada às citoquinas pró-inflamatórias IL-1 e TNFα, os seus efeitos são moduladores, 
com características anti-inflamatórias, servindo como feedback negativo à produção da IL-1 
e TNFα e aumentando a produção dos seus antagonistas (Schindler, et al., 1990c; Tilg, 
Trehu, Atkins, Dinarello, & Mier, 1994). Em conjunto com o IFNɣ, reduz a neutrofilia nos 
tecidos e estimula a produção de outras moléculas anti-inflamatórias (Tilg, Trehu, Atkins, 
Dinarello, & Mier, 1994; Tizard, 2009). Contraditoriamente inibe os efeitos supressores dos 
linfócitos T reguladores e tem também efeitos estimuladores da inflamação neutrofílica, pois 
é um dos principais indutores dos linfócitos Th17 (Fujimoto, et al., 2008). É o principal 
responsável pela resposta de fase aguda (Tizard, 2009), estando implicada na ativação dos 
hepatócitos para produzirem proteínas como o fibrinogénio, hemopexina, haptoglobina, 
proteína amilóide A, proteína C reactiva (CRP) e inibidores de protéases (Gauldie, Richards, 
Harnish, Lansdorp, & Baumann, 1987; Castell, et al., 1988). Para além de regular a 
inflamação, a IL-6 é também um dos principais mediadores do choque séptico (Tizard, 
2009). Atua no cérebro e estimula a febre e a libertação de hormonas adrenocorticotrofinas 
pelo hipotálamo (Ruzek, Miller, Opal, Pearce, & Biron, 1997) e de prolactina, hormona de 
crescimento e hormona luteinizante pela hipófise (Spangelo, Judd, Isakson, & Macleod, 
1989). É também uma citoquina importante na transição da resposta dominada por 
neutrófilos no início da inflamação, para uma dominada por macrófagos e posteriormente na 
transição da imunidade inata para a adquirida (Tizard, 2009). Na primeira tem importantes 
funções na hematopoiese, sendo um indutor importante do início do ciclo das células 
progenitoras (Ogawa, 1993); na maturação e quimiotaxia de macrófagos (Mitani, et al., 
2000; Biswas, et al., 1998) e na maturação de megacariócitos aliada à IL-3 (Ishibashi, et al., 
1989).  
Na imunidade adquirida intervém na maturação dos linfócitos B em plasmócitos, embora não 
seja essencial para a ocorrência destes fenómenos (Funke, King, McBain, Adelung, & Stott, 
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2003). Está também envolvida na ativação, crescimento e diferenciação dos linfócitos T, 
aliada à IL-2 (Matsuda & Hirano, IL-6, 2000). É o primeiro promotor de maturação dos 
linfócitos Th2, sendo a sua função completada pela IL-4 (Kidd, 2003; Rincón, Anguita, 
Nakamura, Fikrig, & Flavell, 1997). No fígado é essencial em processos de regeneração 
hepática, sendo dos principais ativadores da proliferação do parênquima (Michalopoulos & 
DeFrances, 1997). Nos ossos participa, com outros sinalizadores celulares, na indução da 
formação de osteoclastos e absorção óssea (Ishimi, et al., 1990).  
 
2.4.2.3. Citoquinas da resposta Celular – IL12, IL2 e IFN-ɣ (TNF-α) 
2.4.2.3.1. IL-12 
A Interleucina-12 – também conhecida com TCMF; TSF; NKSF e CLMF (Esche, Shurin, & 
Lotze, 2000) é uma proteína heterodimérica de 70kDa, composta por duas subunidades: 
p35 e p40, localizadas em exões diferentes (Sieburth, et al., 1992). Após tradução, as duas 
subunidades são unidas por pontes dissulfato e glicosilação (Esche, Shurin, & Lotze, 2000). 
A subunidade p40 é a principal responsável pelos seus efeitos e é produzida apenas por 
células secretoras de IL-12, enquanto a p35 é expressa por todas as células (Ma, et al., 
1996). Todas as células que produzem a IL-12 biologicamente ativa produzem 
simultaneamente grandes quantidades de p40, que não é biologicamente ativa (Schoenhaut, 
et al., 1992). A IL-12 é principalmente produzida por APC e de atividade fagocítica – como 
células dendríticas (Grohmann, et al., 1998), células de Langerhans (Kang, et al., 1996), 
monócitos e macrófagos (D'Andrea, et al., 1992) – na fase inicial duma resposta mediada 
por células. É também produzida em pequenas quantidades por queratinócitos (Muller, et 
al., 1994), neutrófilos (Cassatella, et al., 1995), mastócitos (Smith, Ducharme, & Weis, 1994) 
e linfócitos B (D'Andrea, et al., 1992). A produção de IL-12 é potenciada pela interacção das 
APC com linfócitos T, através das suas moléculas co-estimuladoras, como o CD40, CD80 e 
CD58 (Esche, Shurin, & Lotze, 2000). O IFNɣ tem a capacidade de aumentar a expressão 
dos recetores CD40 nas células mononucleares, facilitando esta interação (Alderson, et al., 
1993). Para além disto, o IFNɣ aumenta o efeito do LPS na indução da transcrição da IL-12 
(Hayes, Wang, & Norcross, 1995). Existem também outras citoquinas estimuladoras da 
produção de IL-12, como o TNF-α e o GM-CSF, assim como outros antigénios bacterianos, 
protozoários e vírus (Esche, Shurin, & Lotze, 2000).  
A IL-12 tem como inibidores, a IL-10, que impede a existência dum feedback positivo 
contínuo entre a IL-12 e o IFNɣ (D'Andrea, et al., 1993); as citoquinas Th2 (IL4; IL13) 
(D'Andrea, Ma, Aste-Amezaga, Paganin, & Trinchieri, 1995); a prostaglandina E2 (PGE2) 
(van der Pouw Kraan, Boeijie, Smeenk, Wijdenes, & Aarden, 1995) e a histamina (van der 
Pouw Kraan, et al., 1998); a 1,25 dihidrovitamina D3, que inibe a libertação da IL-12 
produzida por monócitos (D'Ambrosio, et al., 1998); o Oxido Nítrico (NO) (Mukhopadhyay, 
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George, Bal, Ravindran, & Rath, 1999); TGF-β (D'Andrea, Ma, Aste-Amezaga, Paganin, & 
Trinchieri, 1995); hormonas do stress como corticosteroides e catecolaminas (Elenkov, 
Papanicolaou, Wilder, & Chrousos, 1996); neuropéptidos como o péptido vasoativo intestinal 
(VIP) e a PACAP (Delgado & Ganea, 1999); e a MCP-1 (Chensue, et al., 1996), entre 
outros. Como antagonista principal, a IL-12 tem a própria p40, que se liga aos recetores sem 
exercer efeito, servindo como antagonista competitivo (Mattner, et al., 1993).  
O recetor da IL12, o IL-12R, é composto por duas subunidades: a IL-12Rβ1, à qual se liga a 
p40 e a IL-12β2, à qual se liga a p35 (Presky, et al., 1996).  
A IL-12 é essencial para a defesa do organismo contra agentes patogénicos intracelulares, 
estimulando a resposta Th1 e induzindo a produção de IFNɣ em níveis suficientes por parte 
de linfócitos T e células NK, sinergicamente com a IL-2 (Chan, et al., 1991; Manetti, et al., 
1993). No entanto, para se dar essa diferenciação e a produção de INFɣ, é também 
necessária a presença de citoquinas pro-inflamatórias como o TNF-α, a IL-1 (D'Andrea, et 
al., 1993). Na ausência de IL-12, a resposta passa de Th1 para Th2, devido à IL-4 (Tizard, 
2009). Para além do IFNɣ, estimula também a produção de pequenas quantidades de TNFα, 
GM-CSF, M-CSF (Aste-Amezaga, D'Andrea, Kubin, & Trinchieri, 1994), IL2 (Davis, Ramos, 
Matthews, & Farrar, 2008), IL-10 (Morris, et al., 1994) e de algumas quimiocinas, como a IL-
8 (Ethuin, et al., 2001), tendo algumas funções pró-inflamatórias (Tizard, 2009). A IL-12 é 
ainda capaz de estimular a sua própria produção nas células dendríticas, através da 
estimulação do NF-kB (Grohmann, et al., 1998). Como estimulador da imunidade celular, 
para além da estimulação da produção de IFNɣ, a IL-12 tem também a capacidade de 
estimular a proliferação e diferenciação de linfócitos T e células NK (Kidd, 2003) e, 
juntamente com a IL-2 induzir a citotoxicidade dos linfócitos T citotóxicos CD8+ (Gately, 
Wolitzky, Quinn, & Chizzonite, 1992). Nas células NK induz a expressão de moléculas de 
adesão (Rabinowich, Herbermann, & Whiteside, 1993) e de recetores da IL-2 e tem também 
algum efeito na sua toxicidade, apesar de menor que o produzido pela IL-2 e independente 
da IL-4 (Robertson, et al., 1992). Tem algum efeito hematopoiético, estimulando as células 
progenitoras da medula óssea (Jacobsen, Veiby, & Smeland, 1993). Nos linfócitos B, 
aumenta a sua sobrevivência e estimula os que ainda não estão ativados (Dubois, et al., 
1998) tendo, no entanto, um efeito supressor na síntese de IgE (Morris, et al., 1994). 
Também é através dos linfócitos B que a IL-12 inicia um processo de feedback negativo à 
sua própria produção, aumentando a síntese de IL-4 (Skok, Poudrier, & Gray, 1999). 
Sinergicamente com a IL-18, inibe a angiogénese (Coughlin, et al., 1998). A p40, apesar de 
não estimular os recetores IL-12R, apresenta algum efeito quimiotático sobre os macrófagos 





A IL-2 – originalmente denominada como TCGF – é uma pequena glicoproteína globular 
com 15,5 kDa, tendo sido a primeira interleucina a ser isolada, purificada e caracterizada a 
nível molecular (Robb & Smith, 1981). 
É produzida principalmente por Th1 CD4+ ativados (Tizard, 2009; Salmon, Kitas, Gaston, & 
Bacon, 1988); linfócitos B (Lagoo, Tseng, & Sell, 1990) e células dendríticas (Zelante, Fric, 
Wong, & Ricciardi-Castagnoli, 2012).  
A sua produção é aumentada com a ativação de CD28, que ativa mais vias NF-kB (Verweij, 
Geerts, & Aaarden, 1991; Seder, Germain, Linsley, & Paul, 1994) e estabiliza o mRNA 
(June, Ledbetter, Gillespie, Lindsten, & Thompson, 1987) e é inibida pela IL-4 e pela ação 
dos glucocorticoides (Gillis, Crabtree, & Smith, 1979a; 1979b; Tanaka, Hu-Li, Seder, de St. 
Groth, & Paul, 1993). Os glucocorticoides são libertados por feedback negativo exercido 
pelas citoquinas pro-inflamatórias no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, pelo que estas 
citoquinas, nomeadamente a IL-1, IL-6 e TNFα podem ser considerados inibidores indiretos 
(Chrousos, 1995). 
Tem como recetor o IL-2R, que é expresso continuamente por células NK e de forma 
transitória pelas células T ativadas (Smith K. A., 2000). Apenas 10% das células NK 
expressam IL-2R de alta afinidade, as restantes células expressam o IL-2R de afinidade 
intermédia (Caliguri, et al., 1990). 
Funcionalmente, a IL-2 é um dos principais promotores da resposta adquirida celular, ao 
mesmo tempo que aumenta a resposta inata através das células NK e mantém a 
comunicação entre as duas respostas. Promove a proliferação e diferenciação de linfócitos 
Th CD4+, quer sejam Th1 ou Th2 (Seder, Germain, Linsley, & Paul, 1994; Dooms, 
Wolslegel, Lin, & Abbas, 2007); T citotóxicos CD8+ (Cousens, Orange, & Biron, 1995) e 
células NK (Suzuki, Handa, Itoh, & Kumagai, 1983), tendo a capacidade de estimular a 
expressão de moléculas de MHC classe II e outras moléculas co-estimuladoras nas APC 
(Abdel-Salam, 2010). É também responsável pelo tamanho, função e sobrevivência das 
células T de memória após a resposta primária (Boyman, Cho, & Sprent, 2010; Dooms, 
Wolslegel, Lin, & Abbas, 2007). No entanto, a relevância da IL-2 no desenvolvimento de 
linfócitos T citotóxicos CD8+ está dependente do tipo de antigénio, principalmente na 
cronicidade da infeção, podendo ser essencial ou secundária (Bachmann, Wolint, Walton, 
Schwarz, & Oxenius, 2007). Influencia também a libertação de IFNɣ (Cousens, Orange, & 
Biron, 1995; Handa, Suzuki, Matsui, Shimizu, & Kumagai, 1983; Kasahara, Hooks, 
Dougherty, & Oppenheim, 1983), TNFα e IL-1 (Saraya & Balkwill, 1993) e estimula a ação 
citolítica dos linfócitos T e das células NK, através da ativação da transcrição de genes de 
perforinas (Lehmann, Zeis, & Uharek, 2001; Zhang, Scordi, Smyth, & Lichtenheld, 1999). A 
IL-2 promove também a expressão dum lingando da Fas nas células alvo dos Linfócitos T 
citotóxicos. Estes, por sua vez, expressam a Fas, que é uma proteína de superfície 
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responsável pela promoção da morte celular programada (Esser, et al., 1997). A ação da IL-
2 nos linfócitos B não está completamente esclarecida. A IL-2 apresenta alguma capacidade 
estimuladora da proliferação e diferenciação dos linfócitos B em plasmócitos (Zubler, et al., 
1984; Nakagawa, Nakagawa, Goldstein, Volkman, & Fauci, 1986) e está envolvida na 
libertação de IgM na resposta a antigénios (Punnonen, 1989; Sauerwein, van der Meer, 
Dräger, & Aarden, 1985). Apesar dos seus efeitos estimuladores, a IL-2 tem também efeitos 
inibidores nas células onde atua: como já referido, intervém no mecanismo de indução da 
morte celular mediados pela Fas e pelo seu ligando, seja em células infetadas ou como 
mecanismo de autorregulação (Kneitz, Herrmann, Yonohara, & Schimpl, 1995; Rafaeli, Van 
Parijs, London, Tschopp, & Abbas, 1998) e estimula linfócitos T reguladores (Papiernik, de 
Moraes, Pontoux, Vasseur, & Pénit, 1998). Estes mecanismos são de extrema importância 
na manutenção da homeostasia, evitando uma resposta celular exageradamente 
prolongada, como observado em animais knockout para o gene da IL-2 (Klebb, et al., 1996).  
 
2.4.2.3.3. IFN-ɣ 
O Interferão ɣ – também referido como Interferão tipo II, Interferão imune e MAF – é uma 
proteína homodimérica, produzida em grandes quantidades na resposta celular, participando 
também na hipersensibilidade tardia (tipo 4) e na inflamação da resposta inata (Tizard, 2009; 
Billiau & Vandenbroeck, 2000). 
É produzido maioritariamente por linfócitos T ativados, principalmente Th1 CD4+ e CD8+ e 
células NK ativadas (Handa, Suzuki, Matsui, Shimizu, & Kumagai, 1983; Kasahara, Hooks, 
Dougherty, & Oppenheim, 1983; Fong & Mosmann, 1990). É também produzido 
esporadicamente por macrófagos, neutrófilos e neurónios (Fultz, Barber, Dieffenbach, & 
Vogel, 1993; Yeaman, et al., 1998; Neumann, Schmidt, Wilharm, Behrens, & Wekerle, 
1997). A sua produção encontra-se centrada em tecidos inflamados e principalmente nos 
lifonodos periféricos dessa região, após a migração dos linfócitos T ativados para essa zona 
(Kidd, 2003; Billiau & Vandenbroeck, 2000). 
Caso não sejam estimuladas, tanto os linfócitos T, como as células NK não produzem o IFN-
ɣ. Para o fazerem necessitam de diversos estímulos, como a presença de agentes 
patogénicos e dos seus antigénios; e de citoquinas como a IL-12, IL-2 e IL-18 (Chan, et al., 
1991; Manetti, et al., 1993; Handa, Suzuki, Matsui, Shimizu, & Kumagai, 1983; Kasahara, 
Hooks, Dougherty, & Oppenheim, 1983; Yoshimoto, et al., 1998). O IFN-ɣ apresenta ainda 
efeito sinérgico com o M-CSF e o TNF-α (Munn, Beall, Song, Wrenn, & Throckmorton, 1995; 
Ohmori, Schreiber, & Hamilton, 1997). O sinergismo com o TNF-α depende do grau de 
diferenciação dos macrófagos alvo, sendo que este inibe a expressão de moléculas de MHC 
classe II estimulada pelo IFN-ɣ em macrófagos maduros, exercendo o efeito contrário em 
macrófagos não diferenciados (Watanabe & Jacob, 1991). 
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A produção de IFNɣ é inibida por glucocorticoides; pela IL-10; pela PGE2 e pela IL-4 (Hu, Li, 
Meng, & Ivashkiv, 2003; D'Andrea, et al., 1993; Snijdewint, Kalinski, Wierenga, Bos, & 
Kapsenberg, 1993; Tanaka, Hu-Li, Seder, de St. Groth, & Paul, 1993); e tem como 
antagonistas dos seus efeitos a IL-10, IL-4, Interferões de tipo I e TGFβ (Gazinelli, Oswald, 
James, & Sher, 1992; Gautam, Tebo, & Hamilton, 1992; Fertsch, Schoenberg, Germain, 
Tou, & Vogel, 1987; Ling, Warren, & Vogel, 1985; Ding, et al., 1990).  
Tem recetores em praticamente todas as células e, devido à sua estrutura simétrica, é 
capaz de se ligar a dois recetores idênticos simultaneamente (Griggs, Jarpe, Pace, Russell, 
& Johnson, 1992). Esses recetores são chamados de INF-ɣR e são constituídos por 2 duas 
glicoproteínas: a IFNGR1 e a IFNGR (Shankaran & Schreiber, 2000). A IFNGR2 não se 
encontra nos linfócitos Th1 (Pernis, et al., 1995).  
Apesar dos seus recetores serem espécie-específicos, a sequência aminoacídica e a 
glicosilação do IFN-ɣ são semelhantes entre espécies (Kaiser, Wain, & Rothwell, 1998). O 
IFN-ɣ dos golfinhos apresenta elevada identidade com o IFN-ɣ bovino (86%), mas baixa 
identidade com o IFN-ɣ humano (63%) (Inoue, Itou, Oike, & Sakai, 1999). 
O INF-ɣ é importante em todas as fases da resposta imune, desde o início com a resposta 
inespecífica, ativando macrófagos e células endoteliais; à transição para resposta adquirida, 
através do aumento da expressão de moléculas de MHC nas APC; à estimulação da 
resposta adquirida; e à manutenção ou interrupção da inflamação final: 
Nos macrófagos, o IFN-ɣ tem a capacidade de aumentar o seu metabolismo oxidativo e 
“burst respiratório”, resultando no aumento da produção de oxidantes como H2O2 e 
aumentando a sua capacidade para destruir agentes patogénicos intracelulares (Nathan, 
Murray, Wiebe, & Rubin, 1983); tem também a capacidade de induzir a produção de NO, 
que confere a capacidade de induzir morte celular noutras células e induz a vasodilatação 
nos locais de inflamação (Kamijo, et al., 1993; Tizard, 2009); e tem ainda a capacidade de 
induzir a produção de algumas quimiocinas, enquanto inibe a produção de outras induzidas 
por LPS (Marfaing-Koka, et al., 1995; Van Coillie, et al., 1997; Ohmori & Hamilton, 1994). 
Sinergicamente com o M-CSF promove a maturação dos macrófagos e evita a sua apoptose 
(Munn, Beall, Song, Wrenn, & Throckmorton, 1995). O IFN-ɣ tem também a capacidade de 
aumentar a expressão de moléculas de adesão, como a ICAM-1 em várias células, 
especialmente células endoteliais e queratinócito (Dustin, Singer, Tuck, & Springer, 1988). 
Para além disto, apresenta também outros efeitos nos macrófagos e células endoteliais, 
como aumentar a sua capacidade de produzir IL-1 e estimular a produção de quimiocinas 
(Arenzana-Seisdedos, Virelizier, & Fiers, 1985; Miossec & Ziff, 1986; Marfaing-Koka, et al., 
1995). Na transição para a resposta adquirida, induz a expressão de moléculas de MHC 
classe II nas APC; aumenta a expressão de moléculas de MHC classe I em células alvo 
para linfócitos T citotóxicos (como células tumorais ou infetadas com vírus e outros agentes 
intracelulares); induz a expressão da proteína membranar B7 (CD80/86), que é 
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indispensável para que haja co-estimulação dos linfócitos T (Akbar, Inaba, & Onji, 1996; 
Freedman, Freeman, Rhynhart, & Nadler, 1991; Zhou, 2009). Estimula também a 
proliferação de linfócitos T, principalmente linfócitos T citotóxicos CD8+ juntamente com a 
IL-2 (Landolfo, et al., 1988; Maraskowsky, Chen, & Shortman, 1989). 
Em relação à resposta humoral, o IFN-ɣ apresenta efeitos contraditórios, suprimindo a 
proliferação de linfócitos Th2 estimulados pela IL-2 e IL-4; inibido a diferenciação dos 
linfócitos B ativados; estimulando, no entanto, a produção de imunoglobulinas policlonais por 
parte de linfócitos B, quer ativados, quer inativos (Fernandez-Botran, Sanders, Mosmann, & 
Vitetta, 1988; Gajewski & Fitch, 1988; Abed, Chace, & Cowdery, 1994; Abed, Chace, 
Fleming, & Cowdery, 1994; Nakagawa, Hirano, Nakagawa, Yooshizaki, & Kishimoto, 1985; 
Xiang, Benson, & Dunn, 2001).  
É também um inibidor da eritropoiese (Wang, Udupa, & Lipschitz, 1995). O IFNɣ reduz as 
funções tiroideias, inibindo a expressão de recetores de TSH, a produção de T3, a 
expressão do gene da tiroglobulina e reduzindo os níveis basais de peroxidase (Nishikawa, 
et al., 1993; Kreaiem, Sobel, Sadeh, Kinarty, & Lahat, 1990; Kung & Lau, 1990; Asakawa, et 
al., 1992). Inibe a produção de prolactina, hormona de crescimento e ACTH pela hipófise 
(Vankelecom, et al., 1990). Modela a permeabilidade epitelial através de alterações no 
citoesqueleto das células (Adams, Planchon, & Roche, 1993; Flohr, Buwitt, Bonnekoh, 
Decker, & Böttger, 1992). O IFN-ɣ tem também um efeito antiviral através da já referida 
produção de NO e ao estimular outras proteínas antivirais, como Interferões classe 1 
(Marziali, et al., 1991; Harris, Buller, & Karupiah, 1995). Nos fibroblastos, aumenta a 
expressão de moléculas de MHC classe II, conferindo-lhes a capacidade de estimular a 
proliferação de linfócitos Th1 e inibe a síntese de colagénio e fibronectina pelos fibroblastos 
e condrócitos, atuando de forma antagonista à IL-4 na fibrose (Sempowski, Derdak, & 
Phipps, 1996; Jiminez, Freundlich, & Rosenbloom, 1984; Amento, Bhan, McCullagh, & 
Krane, 1985).  
O IFN-ɣ tem também alguma capacidade imunossupressora, estimulando células 
supressoras para reações de hipersensibilidade tardia; estimulando o aumento da produção 
de TGFβ; e inibe a co-estimulação pelas APC, inibindo a produção de gp39 (ligando do 
CD40), CD1A, CD80 e CD4 (Noma & Dorf, 1985; Tizard, 2009; Twardzik, et al., 1990; Roy, 
Waldschmidt, Aruffo, Ledbetter, & Noelle, 1993; Rungcun, et al., 1998). É também o principal 
indutor da apoptose em linfócitos T ativados sem a presença de co-estimulação (Liu & 
Janeway, 1990). O IFN-ɣ apresenta ainda a capacidade de induzir, nas células, a enzima 
IDO, que vai catalisar a conversão do triptofano, utilizando, neste processo, o anião 
superóxido, reduzindo o seu efeito nocivo e servindo como mecanismo autorregulador, ao 
mesmo tempo que priva os agendes patogénicos intracelulares dum composto essencial à 
sua síntese (Taylor & Feng, 1991). Outro efeito autorregulador do IFN-ɣ é a estimulação da 
apoptose dos macrófagos por si ativados quando deparados com um novo estímulo ativador 
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(Munn, Beall, Song, Wrenn, & Throckmorton, 1995). O IFN-ɣ é também um inibidor da 
produção de IL-10 (Chomarat, Rissoan, Banchereau, & Miossec, 1993). 
Para além dos seus efeitos benéficos, o IFN-ɣ apresenta também alguns efeitos nocivos em 
sinergia com o TNFα, como a caquexia em infeções crónicas e a morte em caso de choque 
séptico (Billiau & Matthys, 1992; Silva & Cohen, 1994). 
2.4.2.4. Citoquinas da resposta Humoral – IL4, IL10, IL13, IL5 (IL1 e IL6) 
2.4.2.4.1. IL-4 
A Interleucina 4 – anteriormente chamada BCGF; BCDFɣ, BSF-1 e BSF-p1 (Keegan, 2000) 
– é uma glicoproteína de 20kDa, com grande importância na regulação da resposta humoral 
(Tizard, 2009; Powers, et al., 1992). É produzida por linfócitos T, principalmente Th2; por 
células NK; por mastócitos, basófilos e eosinófilos estimulados pela IgE e por macrófagos 
alveolares (Pouliot, Turnel, Gélinas, Laviolette, & Bissonnette, 2005; Büttner, et al., 1997; 
Kidd, 2003; Tizard, 2009; Woerly, Roger, Loiseau, & Capron, 1999; Bradding, et al., 1992; 
Leite-De-Moraes, et al., 1998). Tem como indutor o TNFα e como antagonistas o IFNɣ e a 
forma solúvel dos seus recetores (Feng, et al., 1997; Ma, Hurst, & Fernandez-Botran, 1996; 
Kidd, 2003; Sempowski, Derdak, & Phipps, 1996; Fernandez-Botran, Sanders, Mosmann, & 
Vitetta, 1988).  
Apresenta dois recetores IL-4R – um de tipo 1, composto pela cadeia proteica IL-4Rα ligada 
a uma cadeia comum gama; outro de tipo2, composto pela cadeira IL-4Rα agregada a um 
recetor da IL-13: IL-13Rα1 (Keegan, IL-4 Receptor, 2000). A ligação à forma solúvel da IL-
4Rα pode aumentar o tempo de semivida da IL-4, servindo como proteína transportadora 
(Ma, Hurst, & Fernandez-Botran, 1996).  
A IL-4 dos golfinhos apresenta uma elevada identidade com a IL-4 bovina (Inoue, Itou, 
Sakai, & Oike, 1999).  
No geral, sabe-se que a IL-4 é a principal citoquina da resposta TH2, atuando como co-
estimulante para o crescimento de linfócitos B e T e mastócitos, aumentando também a 
sobrevida dos linfócitos B e protegendo-os da apoptose induzida pela Fas (Kidd, 2003; 
Tizard, 2009; O'Garra, et al., 1986; Spits, et al., 1987; Hamaguchi, et al., 1987; Acosta 
Rodriguez, Zuñiga, Montes, & Gruppi, 2003; Fernandez-Botran, Sanders, Mosmann, & 
Vitetta, 1988). Induz a expressão de moléculas de MHC classe II e outros recetores em 
várias células alvo (Acosta Rodriguez, Zuñiga, Montes, & Gruppi, 2003; Abdel-Salam, 2010; 
Lee, Yoon, & Pyun, 1993). Regula a diferenciação dos linfócitos Th CD4+ “naïve” em Th2; a 
diferenciação de linfócitos B em plasmócitos e regula a expressão das várias subclasses de 
imunoglobulinas (Kopf, et al., 1993; Kotowicz & Callard, 1993; Pène, et al., 1988; Moon, et 
al., 1989). Diminui as funções inflamatórias dos monócitos e macrófagos ao mesmo tempo 
que aumenta as suas características de apresentadores de antigénios. Nestes, a IL-4 
aumenta a expressão de recetores IL-1Ra e inibe a síntese de citoquinas e enzimas pro-
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inflamatórias, como a IL-1, TNFα, IL-6, IL12, M-CSF, COX2, PGE2 e quimiocinas (Vannier, 
Miller, & Dinarello, 1992; Levings & Schrader, 1999; te Velde, Huijbens, Heije, de Vries, & 
Figdor, 1990; Teloni, Giannoni, Rossi, Nisini, & Gagliardi, 2007; Standiford, et al., 1993; 
Marfaing-Koka, et al., 1995; Standiford, Strieter, Kasahara, & Kunkel, 1990; Gruber, 
Williams, & Gerrard, 1994). Está também envolvida na quimiotaxia dos diversos leucócitos, 
principalmente eosinófilos e macrófagos (Jain-Vora, Wert, Temann, Rankin, & Whitsett, 
1988; Mochizuki, Bartels, Mallet, Christophers, & Schröder, 1998; Rollins & Pober, 1991).  
Nas células dendríticas, estimula a diferenciação de DC1 e a apoptose de DC2 e inibe a 
produção de IL-10, estimulando a produção de IL-12 (Rissoan, et al., 1999; Yao, Li, Kaplan, 
& Chang, 2005). 
Nos fibroblastos, induz a sua proliferação, quimiotaxia e contração; induz a síntese de 
colagénio, IL-6, proteínas da matriz extracelular e ICAM-1; e induz a diferenciação de 
miofibroblastos (Sempowski, Derdak, & Phipps, 1996; Huaux, Liu, McGarry, Ullenbruch, & 
Phan, 2003; Postlethwaite & Seyer, 1991; Liu, et al., 2002; Feghali, Bost, Boulware, & Levy, 
1992; Postlethwaite, Holness, Katai, & Raghow, 1992; Piela-Smith, Broketa, Hand, & Korn, 
1992). No entanto, em fases iniciais do processo cicatricial, tem efeitos antifibróticos, através 
da inibição de certas citoquinas pro-inflamatórias e fatores de crescimento de fibroblastos, 
como TNF-α e o TGF-β, respetivamente (Huaux, Liu, McGarry, Ullenbruch, & Phan, 2003). 
Aumenta a expressão de VCAM-1 nas células endoteliais (McCarty, Yee, Deisher, Harlan, & 
Kaushansky, 1995). Diminui também a expressão de VLA-4 nos linfócitos T e aumenta a 
produção de TGF-β nos linfócitos T e eosinófilos (Sasaki, et al., 2009; Elovic, et al., 1998; 
Seder, et al., 1998). Juntamente com a IL-13, a IL-4 reduz a libertação de cloro pelas células 
epiteliais do intestino (Zünd, Madara, Dzus, Awtrey, & Colgan, 1996). Nos mastócitos, a IL-4 
promove também a expressão de ICAM-1 (Valent, et al., 1991). Tem uma ação inibitória 
sobre a produção de IL-2 e IFN-ɣ pelos linfócitos T (Tanaka, Hu-Li, Seder, de St. Groth, & 
Paul, 1993). 
Apresenta também algum efeito inibidor do crescimento de células cancerígenas, 
suprimindo a angiogénese (Volpert, et al., 1998).  
2.4.2.4.2. IL-10 
A Interleucina-10 – também conhecida como CSIF, MCSFIII e B-TCGF (de Waal Malefyt, 
2000)– é uma citoquina homodimérica característica da imunidade tardia (Tizard, 2009). 
Está presente em grandes quantidades em doenças crónicas, com grande atividade 
imunossupressora e anti-inflamatória, inibindo a síntese de citoquinas tendo, no entanto, 
algumas funções estimuladoras.  
É produzida por monócitos e macrófagos – principalmente M2; linfócitos T, principalmente 
Th2 e T reguladores; células NK; linfócitos B; células da micróglia; células dendríticas; 
mastócitos; trofoblastos placentários; células epiteliais brônquicas e alguns tumores (Tizard, 
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2009; Chabot, Wiliams, Hamilton, Sutherland, & Yong, 1999; Iwasaki & Kelsall, 1999; 
Sundstedt, O'Neill, Nicolson, & Wraith, 2003; Bennett, et al., 1997; Bonfield, et al., 1995; 
Gastl, et al., 1993; Mehrotra, et al., 1998; Carter, Rosser, & Mauri, 2012; Chan, St. John, & 
Abraham, 2013) (Dummer, et al., 1996).  
A Il-10 apresenta diversos indutores e estimuladores: IL-2; IL-12; IFNα; TNFα; PGE2; 
antigénios apresentados por APC; LPS; complexos imunes; catecolaminas; histamina; VIP e 
radiação UV (Mehrotra, et al., 1998; Aman, et al., 1996; Wanidworanun & Strober, 1993; 
Németh, et al., 2009; Nalos, Huang, Pandit, & McLean, 2006; Delgado, Munoz-Elias, 
Gomariz, & Ganea, 1999; Elenkov, Papanicolaou, Wilder, & Chrousos, 1996; Elenkov, et al., 
1998; Enk, Sredni, Blauvelt, & Katz, 1995; Sutterwala, Noel, Salgame, & Mosser, 1998). É 
inibida pela IL-13, TGFβ, IL-4, IFNɣ e a própria IL-10 (Chomarat, Rissoan, Banchereau, & 
Miossec, 1993; Knolle, et al., 1998; Suberville, et al., 2001; Yao, Li, Kaplan, & Chang, 2005; 
de Waal Malefyt, et al., 1993a). 
A IL-10 possui dois recetores: IL-10Rα e IL-10Rβ (Kotenko, et al., 1997).  
Dadas as suas características imunossupressoras, existem vírus que produzem proteínas 
homólogas, capazes de surtir o mesmo efeito (Hsu, et al., 1990; Chang, Baumgarth, Yu, & 
Barry, 2004; Fleming, McCaughan, Andrews, Nash, & Mercer, 1997; Suzuki, et al., 1995).  
Os efeitos inibidores da IL-10 afetam inúmeras células. Nos macrófagos e monócitos, inibe a 
produção de diversas citoquinas como a IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-ɣ, GM-CSF, G-
CSF, M-CSF, TNFα, MIP-1α, RANTES e até a própria IL-10 (Tizard, 2009; D'Andrea, et al., 
1993; de Waal Malefyt, Abrams, Bennett, Figdor, & de Vries, 1991; Berkman, et al., 1995; 
Gruber, Williams, & Gerrard, 1994; Knolle, et al., 1998; Marfaing-Koka, Maravic, Humbert, 
Galanaud, & Emilie, 1996). Nos macrófagos, inibe também a expressão de várias proteínas 
de membrana como o MHC classe II, ICAM-1, CD80; aumenta a produção de IL-1Ra e a 
expressão da proteína solúvel p75 do TNFR, inibindo os efeitos pró-inflamatórios da IL-1 e 
TNFα (de Waal Malefyt, Abrams, Bennett, Figdor, & de Vries, 1991; Willems, et al., 1994; 
Dickensheets, Freeman, Smith, & Donnelly, 1997). Ainda nos macrófagos, reduz a produção 
de anião superóxido e de NO, diminuindo a capacidade de digestão de microrganismos; 
inibe a produção de PGE2 de gelatinase e colagenase e aumenta a produção de inibidores 
de metaloproteinases (Kuga, et al., 1996; Cunha, Moncada, & Liew, 1992; Niiro, et al., 1994; 
Lacraz, Nicod, Chicheportiche, Welgus, & Dayer, 1995). Nas células dendríticas, potencia a 
apoptose das DC2 estimulada pela IL-4; inibe a produção de IL12 e inibe a expressão e 
ativação de moléculas co-estimuladoras, como a CD80 e CD86, diminuindo a resposta pelos 
linfócitos T (Rissoan, et al., 1999; Yao, Li, Kaplan, & Chang, 2005; Buelens, et al., 1995). 
Nos Neutrófilos, diminui a produção de citoquinas, quimiocinas e anião superóxido; diminui a 
sua sobrevivência e migração e, aumenta a produção de IL-1Ra (Cassatella, Meda, Bonora, 
Ceska, & Constantin, 1993; Kasama, Strieter, Lukacs, Burdick, & Kunkel, 1994; Chaves, 
Silvestrini, Silva-Teixeira, & Nogueira-Machado, 1996; Cox, 1996; Marie, Pitton, Fitting, & 
24 
 
Cavaillon, 1996). O mesmo acontece nos eosinófilos, diminuindo a sua sobrevivência e 
inibindo a produção de citoquinas (Takanaski, et al., 1994). Nos mastócitos inibe a produção 
de TNFα e GM-CSF (Arock, Zuany-Amorim, Singer, Benhamou, & Pretolani, 1996). Nas 
células NK inibe diretamente a produção de IL-5 e indiretamente a produção de IFNɣ e 
TNFα (D'Andrea, et al., 1993; Warren, Kinnear, Philips, & Lanier, 1995). Nos linfócitos B, os 
efeitos da IL-10 variam conforme o seu estado de diferenciação, induzindo a apoptose nas 
fases iniciais, mas inibindo-a em linfócitos B mais diferenciados (Itoh & Hirohata, 1995). Nos 
linfócitos T, inibe a produção de citoquinas ativadas pelas APC, principalmente IL-2, IL-5, IL-
6, TNFα, IFNɣ (D'Andrea, et al., 1993; Hempel, et al., 1995; de Waal Malefyt, Yssel, & de 
Vries, 1993b; Schandené, et al., 1994). A IL-10 induz um estado de anergia nos linfócitos T 
ativados na sua presença e nos T CD4+ induz a sua apoptose, quando presente em 
grandes quantidades, como ocorre na septicémia em que é produzida continuamente pelos 
linfócitos circulantes (Groux, Bigler, de Vries, & Roncarolo, 1996; Ayala, Chung, Song, & 
Chaudry, 2001).  
No entanto, a IL-10 apresenta também efeitos estimuladores: estimula a ação de 
quimiocinas nos macrófagos e neutrófilos, estimulando a expressão de recetores como o 
fMLP-R e o PAF-R (Thivierge, Parent, Stankova, & Rola-Pleszczynski, 1999); aumenta a 
produção de recetores para a porção Fc dos anticorpos em Macrófagos e Monócitos, 
aumentando a sua capacidade de fagocitar agentes patogénicos opsonizados (Capsoni, et 
al., 1995); induz a expressão de protéases nos mastócitos e age como cofator na 
estimulação da proliferação dos mesmos, juntamente com a IL-3 e IL-4 (Ghildyal, et al., 
1992a; 1992b; 1993; Rennick, Hunte, Holland, & Thompson-Snipes, 1995). Nos linfócitos T 
CD8+, induz a sua proliferação e dos seus percursores e tem ação quimiotática para com 
eles (Rowbottom, et al., 1999; Chen & Zlotnik, 1991; Jinquan, Larsen, Gesser, Matsushima, 
& Thestrup, 1993). Os principais efeitos estimuladores da IL-10 estão envolvidos na 
resposta humoral. Nesta, ela aumenta a expressão de moléculas de MHC classe II pelos 
linfócitos B (Go, et al., 1990); aumenta a sua sobrevivência, induzindo a expressão da 
proteína antiapoptótica Bcl-2 (Levy & Brouet, 1994); aumenta a sua proliferação e dos seus 
percursores, sinergicamente com a IL-2 e IL-4 (Itoh & Hirohata, 1995; Rousset, et al., 1992); 
aumenta a expressão de recetores para a IL-2 (Fluckinger, Garrone, Durand, Galizzi, & 
Banchereau, 1993); e afeta a sua diferenciação e mudança de isotipo de imunoglobulinas 
(Rousset, et al., 1992). Apresenta também atividade antioncogénica, atuando 
sinergicamente com as células NK, inibindo a oncogénese, o desenvolvimento de 
metástases e estabelecendo células de memória protetoras (Zheng, et al., 1996; Giovarelli, 
et al., 1995). 
Estimula linfócitos T reguladores, sendo importante no estabelecimento de tolerância 




A interleucina-13 – também conhecida como proteína P600 e NC30 – é uma proteína com 
cerca 14 a 40kDa, com funções anti-inflamatórias e de modulação da resposta Th2 
(McKenzie & Matthews, 2000). É inicialmente produzida como um péptido monomérico de 
10kDa, que sofre glicosilações após a sua secreção (McKenzie, et al., 1993). 
É produzida principalmente por linfócitos CD4+ Th2, mas também por mastócitos, células 
NK, células dendríticas, macrófagos alveolares e algumas células cancerígenas (Burd, 
Thompson, Max, & Mills, 1995; Hoshino, Winkler-Pickett, Mason, Ortaldo, & Young, 1999; 
Bellinghausen, et al., 2003; Kang, et al., 2005; Skinnider, et al., 2001; de Waal Malefyt R. , et 
al., 1995). Linfócitos Th1, Th0 e CD8+ e basófilos também demonstram capacidade de 
expressar a IL-13 (de Waal Malefyt R. , et al., 1995; Ochensberger, Daepp, Rihs, & 
Dahinden, 1996). 
A sua produção é ativada pela ligação de antigénios aos recetores TCR em linfócitos; pela 
ligação de IgE nos mastócitos, pela ação da IL-2 e IL-18 nas células NK e pela ação de 
alérgenos nas APC (de Waal Malefyt R. , et al., 1995; Burd, Thompson, Max, & Mills, 1995; 
Hoshino, Winkler-Pickett, Mason, Ortaldo, & Young, 1999; Hoshino, Wiltrout, & Young, 1999; 
Bellinghausen, et al., 2003; Kang, et al., 2005). 
Possui três recetores: IL-13Rα1; IL-13Rα2 e IL-4Rα. O segundo atua como inibidor 
competitivo endógeno e o terceiro, apesar de não se ligar diretamente à IL-13, serve para 
aumentar a afinidade do IL-13Rα1 (Matthews & McKenzie, 2000). 
Tem uma identidade de cerca de 30% com a IL-4, sendo que as suas funções estão 
relacionadas (Huaux, Liu, McGarry, Ullenbruch, & Phan, 2003). 
As suas principais funções são a indução da proliferação de linfócitos B; a indução da 
produção de IgG, IgM e da mudança do isotipo para IgE; e estimulação da expressão das 
proteínas de membrana CD23, CD71, CD72 e molécula de MHC classe II nessas células 
(Punnonen, et al., 1993). Diminui a quimiotaxia, tanto para os linfócitos T CD4+ como para 
os CD8+ (Jinquan, et al., 1995). Nos monócitos e macrófagos, aumenta a expressão de 
CD23, moléculas de MHC classe II e membros a família das integrinas, assim como 
aumenta a sua quimiotaxia ao estimular a produção de MCP-1 pelas células endoteliais (de 
Waal Malefyt, et al., 1993a; Goebeler, et al., 1997). No entanto, as suas funções nestas 
células são maioritariamente anti-inflamatórias, estimulando a expressão de IL-1Ra e 
diminuindo a expressão de CD16, CD32, CD64 e CD14, reduzindo a produção de IL-1α, IL-
1β, IL-6, IL-8, G-CSF, TNFα, IL-12 e NO e ainda antagoniza os efeitos do TNFα (de Waal 
Malefyt, et al., 1993a; Doherty, Kastelein, Menon, Andrade, & Coffman, 1993; Manna & 
Aggarwal, 1998). Nos neutrófilos, induz a produção de COX-2, PGE2, recetor de 
complemento tipo 1 e tipo 3 e IL-1Ra (Yu, et al., 1998; Colotta, et al., 1994). Nos 
fibroblastos, tem funções estimuladoras semelhantes à IL-4 (Huaux, Liu, McGarry, 
Ullenbruch, & Phan, 2003). Nas células endoteliais aumenta a permeabilidade vascular, 
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induz a expressão de VCAM-1, MCP-1 e a produção de IL-6 e estimula a produção de 
osteoprotegerina (OPG), diminuindo a ação dos osteoclastos e a absorção óssea (Kotowics, 
Callard, Friedrich, Matthews, & Klein, 1996; Sironi, et al., 1994; Goebeler, et al., 1997; Stein, 
et al., 2008). A IL-13 estimula a proliferação dos fibroblastos, juntamente com a IL-4 (Huaux, 
Liu, McGarry, Ullenbruch, & Phan, 2003). É um dos principais intervenientes nas alergias, 
aumentando a expressão de eotaxina, levando à quimiotaxia dos eosinófilos; estimulando a 
produção de IgE e estimulando a inflamação e secreção de muco pelas vias respiratórias 
(Zhu, et al., 1999; Punnonen, et al., 1993). Tem um papel central na expulsão de parasitas 
gastrointestinais, estimulando a hiperplasia das células caliciformes e consequente 
produção de muco nos intestinos (McKenzie, Bancroft, Grencis, & McKenzie, 1998). 
2.4.2.4.4. IL-5 
A Interleucina-5 – também conhecida como BCGFII, TRF, EDF e Eo-CSF (Schwenger, et 
al., 2000) – é uma glicoproteína homodimérica com cerca de 45 a 60kDa cuja ação se 
encontra centrada na atividade dos eosinófilos (Tominaga, et al., 1990).  
É produzida por linfócitos T CD4+ ativados, principalmente Th2; células NK; mastócitos; 
eosinófilos (não o suficiente para a sua própria manutenção) e por células do endotélio 
microvascular da medula óssea (Hogan, Koskinen, Matthaei, Young, & Foster, 1998; 
Warren, Kinnear, Philips, & Lanier, 1995; Barata, et al., 1998; Möhle, Salemi, Moore, & Rafii, 
1997). Enquanto os linfócitos T libertam a IL-5 à medida que é produzida, os mastócitos e 
eosinófilos armazenam-na em grânulos do retículo endoplasmático (Barata, et al., 1998). 
A sua produção é estimulada pela presença de parasitas e antigénios parasitários no 
organismo, estímulos alérgicos, assim como pela PGE2, histamina, IL-4 e IL-2 (Warren, 
Kinnear, Philips, & Lanier, 1995; Garfias, et al., 2006; Hagan, et al., 1996; Snijdewint, 
Kalinski, Wierenga, Bos, & Kapsenberg, 1993; Schmidt, Fleissner, Heimann-Weitschat, 
Lindstaedt, & Szelenyi, 1994; Saraya & Balkwill, 1993). 
É inibida por glucocorticoides, IFNɣ, IFNalpha, IL-10 e IL-12 (Warren, Kinnear, Philips, & 
Lanier, 1995; Schandené, et al., 1994; 1996; Corrigan, et al., 1993). 
O recetor da IL-5 é composto por duas subunidades: IL-5Rα, que é específica e desenvolve 
uma ligação de afinidade moderada que não desenvolve sinal e a IL-5Rβ, que não é 
específica, sendo partilhada com os recetores da IL-3 e GM-CSF e que aumenta a afinidade 
da IL-5Rα desenvolvendo sinal (Bagley, Tavernier, Woodcock, & Lopez, 2000). 
A sua principal função é induzir a produção, ativação e quimiotaxia dos eosinófilos 
(Yamaguchi, et al., 1988). Nos basófilos, estimula a sua diferenciação a partir das células 
progenitoras, assim como induz a produção de histamina e leucotrienos por estes (Denburg, 
Silver, & Abrams, 1991; Bischoff, Brunner, De Weck, & Dahinden, 1990). Nos linfócitos B, 
induz alguma diferenciação, proliferação e produção de IgA; aumenta a sua sobrevivência e 
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aumenta a expressão de recetores da IL-2 (Horikawa & Takatsu, 2006; Moon, Takaki, 
Miyake, & Takatsu, 2004; Loughnan, Takatsu, Harada, & Nossal, 1987). 
 
3. Objetivos 
Como já referido, a avaliação do estatuto sanitário dos cetáceos, através da resposta 
imunitária, permite aferir a integridade dos ecossistemas oceânicos. No entanto, a 
informação sobre o funcionamento do sistema imunitário e citoquinas disponível na 
bibliografia sobre esses animais, ainda que em permanente crescimento, é relativamente 
escassa, quando comparada à informação sobre animais domésticos e o Homem. A 
manipulação de golfinhos em vida é proibida por lei, tornando a obtenção de informação 
bastante difícil. Como alternativa, Hoffman et al (2013) utilizaram um método de extração de 
RNA total em amostras post mortem de focas, revelando-se uma alternativa viável à 
utilização de animais vivos em estudos que envolvam recolha de material biológico como 
sangue e fragmentos de órgãos, necessários para a melhor compreensão dos vários tipos 
de respostas e da fisiopatologia dos vários agentes patogénicos que podem afetar esses 
animais. A determinação de quais os genes a serem expressos no momento da morte do 
animal e as suas proporções relativas pode ser realizada através da análise do mRNA. 
Desta forma, conhecendo o perfil de expressão das citoquinas responsáveis pela regulação 
das diferentes respostas imunes é possível estabelecer o estatuto sanitário do animal e 
compreender quais os elementos do SI em ação. Diferentes autores utilizaram esta 
metodologia com diferentes objetivos, nomeadamente: 
- Fonfara et al (2007) na determinação da resposta imunitária em situações de stress, pela 
análise dos perfis de expressão de citoquinas e de proteínas de fase aguda no sangue de 
toninha-comum (Phocoena phocoena) expostos a elevados níveis de stress;  
- Sitt et al (2010) para avaliação da resposta vacinal em golfinhos-roaz (Tursiops truncatus) 
imunizados contra a erisipela porcina;  
- Svitek & von Messling (2007) para avaliação da resposta a agentes patogénicos 
específicos em furões (Mustela putorius furo) infetados com morbilivirus;  
- Buckman et al (2011) para determinação do impacto de poluentes em orcas (Orcinus orca) 
expostos a PCB (polychlorinated biphenyl). 
 
Desta forma, o objetivo inicial deste trabalho era avaliar o perfil de resposta imunitária 
desencadeado pela infeção por morbilivirus dos cetáceos (CeMV). No entanto, devido ao 
tamanho da amostra, os resultados preliminares não foram estatisticamente relevantes, não 
sendo por isso apresentados (ANEXO 2). Ainda assim, o perfil dos mediadores imunitários 
de um grupo controle foi efetuado, possibilitando a realização futura desse estudo e de 
outros semelhantes, com um número significativo de animais positivos a CeMV. 
Assim, os objetivos deste trabalho foram: 
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I. Estabelecer um protocolo experimental eficaz na avaliação da expressão de 
mediadores imunitários em cetáceos arrojados ou obtidos em capturas acidentais, de 
forma a avaliar o seu estatuto sanitário. 
II. Esclarecer a possibilidade de estabelecer um grupo controlo composto por animais 
“sãos”, utilizando animais de vida livre, expostos a diferentes estímulos ambientais. 
III. Comparar diferentes órgãos e demonstrar a sua fiabilidade para este tipo de estudos. 
IV. Avaliar um grupo de citoquinas representativo dos vários tipos de resposta: 
inflamação aguda (TNF-α, IL-1β e IL-6); imunidade celular (IL-12); imunidade 







4. Materiais e Métodos 
4.1. População animal e amostragem 
As amostras utilizadas neste trabalho foram recolhidas, após necropsia, de animais de vida 
livre, arrojados ou capturados acidentalmente em redes na costa Portuguesa, no âmbito da 
rede nacional de arrojamentos, coordenada pela SPVS, para Portugal Continental. Os 
materiais processados pertenciam a golfinhos comuns (Delphinus delphis; DD)  
4.2. Seleção dos animais 
Com base nas informações recolhidas nas respetivas fichas de necropsia, foram 
selecionados 15 animais (9 fêmeas e 6 machos) para o grupo controlo, que foram 
considerados “sãos” dentro dos padrões de normalidade tendo em conta tratarem-se de 
animais de vida livre (ANEXO 1). Os critérios de seleção incluíam a seguinte avaliação: 
baixa carga parasitária, boa condição de estado geral, sem alterações macroscópicas 
relevantes, com alimento no estômago e boas camadas de gordura, com sinais de morte por 
captura evidentes e negativos no rastreio molecular para deteção de Morbilivirus e 
Herpesvirus de cetáceos. Alguns animais apresentavam alterações macroscópicas, não 
tendo sido, no entanto, consideradas relevantes, podendo estar associadas ao processo de 
captura. As amostras processadas foram todas recolhidas de animais apanhados por redes 
em capturas acidentais, por barcos pertencentes a várias capitanias da costa Portuguesa 
(Figura 5). 
 
Figura 5 - Distribuição das capturas acidentais por distrito 
 
Viana do Castelo – Praia Norte 
Porto – Praia de Valadares e Praia da Aguda 
Aveiro – Praia da Torreira; Praia do Furadouro e Espinho 
Coimbra – Praia de Mira e Praia do Hospital 
Leiria - Nazaré 
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4.3. Preparação e recolha de amostras 
Fragmentos dos linfonodos pulmonares e pulmão foram recolhidos para RNA Later (Qiagen, 
Alemanha) durante a necropsia e colocados a 4º C durante 24h, tendo sido posteriormente 
armazenados a -20ºC até à sua utilização. 
 
4.4. Técnica laboratorial 
4.4.1. Extração RNA 
A extração do RNA total a partir de linfonodo pulmonar e pulmão foi efetuada com o kit 
“RNEasy® Mini kit” (Qiagen, Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante.  
Para a lise celular foi retirado um fragmento de cada órgão com peso inferior a 30mg e 
colocado num microtubo de 2ml, ao qual foram adicionados 600µl de Buffer RLT com 1% de 
β-mercaptoetanol e uma conta metálica de 0.5 cm de diâmetro. Em seguida, o tecido foi 
homogeneizado mecanicamente num TissueLyser™ (Qiagen, Alemanha) a 25Hz por 2 
minutos, seguido de centrifugação durante 3 minutos a 16.000G e o sobrenadante foi 
transferido para um novo microtubo, ao qual foi adicionado o mesmo volume (600µl) de 
etanol a 70%, para precipitação e desidratação do RNA; a mistura foi transferida para uma 
coluna de sílica e centrifugado a 8.000G por 15 segundos, para fixação do RNA à coluna. 
Após lavagem com os dois tampões de lavagem (1 lavagem com RW1; duas lavagens com 
RPE), nas mesmas condições de centrifugação, o RNA foi eluído da coluna, com 50µl de 
RNAse-free water, quantificado num Nanodrop™ 2000c e conservado a -80ºC até à sua 
utilização. 
4.4.2. Tratamento com DNase 
A eliminação do DNA genómico foi efetuada através dum tratamento enzimático com  
DNase I (Invitrogen™), de acordo com as instruções do fabricante. 
Brevemente, a 1 µg de RNA, foi adicionado 1 µl de tampão de reação 10x; 1 U de DNase I; 
água elix até um volume total de 10 µl e a reação foi incubada a 37ºC durante 1 hora, 
seguida da inativação da enzima com 1 µl de EDTA a 65ºC/10min.  
4.4.3. Transcrição Reversa 
A transcrição reversa do RNA, previamente tratado com DNase, foi efetuada com o kit 
“Transcriptor Reverse Transcriptase®” (Roche™), de acordo com as instruções do 
fabricante. A ligação dos primers à cadeia de RNA e a desnaturação das estruturas 
secundárias do mesmo foi efetuada pela adição de 50pmol de primers oligo(dT)18 a cada 
tubo com 1µg de RNA e seguida de incubação a 65ºC durante 10min, sendo imediatamente 
arrefecido em gelo. Para a síntese do cDNA, foram adicionados 4 µl de tampão de reação 
5X; 20 U de um inibidor de RNases; 20 µM de dNTP; 100 µM de DTT e 10 U de 
transcriptase reversa. A incubação foi feita a 50ºC durante 1 hora, seguida de um passo a 
65ºC por 5 minutos para inativação da enzima. 
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4.4.4. Escolha de primers 
A seleção dos primers foi feita através do programa Primer-Blast do National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome). Para cada interleucina e para o gene de referência, 
foram selecionados pares de primers específicos (Tabela 1), assegurando que pelo menos 
um dos primers se localizava na junção entre dois exões, no mRNA, de forma a garantir a 
distinção entre DNA genómico e cDNA. 
 
Tabela 1 - Primers 
Gene Primer Sequência Número de acesso 
RPL7ª Forward 5’ TGC TGT GCC AGA AAC CCT TA 3’ XM_007453712 
Reverse 5’ TCC TTG CCT TTC GAA GCA TCT 3’  
YWHAZª Forward 5’ GCA AAA GAC GGA AGG TGC TG 3’ XM_007465733 
 Reverse 5’ TGC TTG TGA AGC ATT GGG GA 3’  
IL4 Forward 5’ GGC ATG TAC CAG CAA CTT CG 3’ XM_007188557 XM_007461337  
Reverse 5’ TGC TGT CAG GAT GTT CAG CG 3’ XM_004279901 XM_007106263 
IL6 Forward 5’ GCA TCG AGG CTG TGC AGA TT 3’ AF076643 XM_004263443  
Reverse 5’ GTT GGG TCA GGG GTG GTT AC 3’ XM_004330286 




Reverse 5’ ATG GCT TTG TAG ACA CCC TT 3’ 
IL12 Forward 5’ TTC CAG TGC CTC AAC CAC TC 3’ XM_007454130 XM_007110551 
XM_007187073 XM_004281851 
XM_004324402 
Reverse 5’ CCT CCA CTG TGC TGG TTC TA 3’ 
TNFα Forward 5’ GGG AAG AGT TCC CAA CTG GC 3’ XM_004286610 GQ141103  




IL1β Forward 5’ CCC ACC AAC GAA GTG ATG GC 3’ AF320322.1 
Reverse 5’ GTG GGA GAT TTG CAG GTG GA 3’ 




4.4.5. qPCR/PCR convencional 
A avaliação da expressão das citoquinas foi efetuada por PCR quantitativo, em placas de 96 
poços, de acordo com a Tabela 2.  
As reações foram preparadas numa área reservada, tendo sido efetuadas no volume final de 
12,5 µl, com SYBR®green mix 2x (ThermoScientific), 400nM de primer forward e reverse e 
25ng de cDNA. A reação de amplificação foi efetuada no termociclador em tempo real 
StepOnePlus (Applied Biosystem) com o ciclo de amplificação de 95ºC durante 10 minutos 
para eliminação de estruturas secundárias do cDNA molde, seguido de 45 ciclos de 
amplificação a 90ºC/ 15segundos e 60ºC/ 1minuto. 
Após observação de uma única curva de dissociação, para cada produto de amplificação, os 
produtos foram clonados num vetor plasmídico e utilizados posteriormente para calcular as 
eficiências e sensibilidades da reação. 
Sempre que a clonagem do produto do qPCR num plasmídeo apresentava dificuldades 
devido à reduzida dimensão do fragmento, foram calculados primers externos, para 
amplificação por PCR convencional de um produto de amplificação de maiores dimensões. 
 
Tabela 2 - Esquema Placa qPCR 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C- C- 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C- C- 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C- C- 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C- C- 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C- C- 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C- C- 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C- C- 
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 C- C- 
Legenda: A = Amostra; Cores = Citoquinas; Cinzento = Genes Referência; C- = Controlo Negativo 
Para execução do PCR convencional as reações foram preparadas numa área reservada, 
tendo sido efetuadas no volume final de 25 µl, com 5 PRIME® MasterMix 2,5x, 400nM de 
primer forward e reverse e 25ng de cDNA. A reação de amplificação foi efetuada no 
termociclador Prime (Techne®) com o ciclo de amplificação de 95ºC/ 2 minutos para 
eliminação de estruturas secundárias do cDNA molde, seguido de 40 ciclos de amplificação: 
95ºC/ 30segundos, 56-60ºC/ 30segundos, 72ºC/ 30segundos; finalizando com um passo de 
extensão a 72ºC/ 7 minutos. 




4.4.6. Purificação dos produtos 
A purificação dos produtos de amplificação foi efetuada de duas formas: purificação do 
fragmento a partir de gel de agarose com o kit “Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit” 
(Zymopresearch™); purificação direta dos produtos obtidos na reação de amplificação com 
o kit “DNA Clean & Concentrator” (Zymopresearch™), de acordo com as instruções do 
fabricante. Para a purificação a partir de agarose, o produto de amplificação, com o peso 
molecular esperado, foi excisado da agarose, com o auxílio dum bisturi. Após pesagem, 
num microtubo de 2ml, adicionaram-se 3 volumes de tampão de dissolução e incubou-se a 
55º durante 10 minutos. Após a dissolução completa da agarose, a amostra foi transferida 
para uma coluna de sílica e centrifugada durante 60 segundos a 10.000G, para fixação do 
DNA à coluna. Após lavagem com tampão de lavagem, nas primeiras condições de 
centrifugação, a coluna foi colocada num microtubo de 1,5ml e o DNA foi eluído da 
membrana após adição de 10 µl de tampão de eluição nas mesmas condições de 
centrifugação. Após quantificação do DNA no Nanodrop™ 2000c, foi conservado a -20ºC até 
à sua utilização. Para purificação direta do produto de amplificação, adicionou-se ao volume 
de reação 5 volumes de tampão de ligação e transferiu-se para uma coluna de sílica. O 
processo de lavagem e eluição do DNA foi semelhante ao protocolo acima descrito. 
4.4.7. A tailing 
A clonagem dos produtos de amplificação foi efetuada no vetor plasmídico pGEM® T Easy 
(Figura 6) linearizado, com extremidades coesivas dT, no extremo 5’. Para garantir a ligação 
dos produtos de amplificação ao plasmídeo, as extremidades dos produtos de amplificação 
foram preenchidas com dA, através da ação da Taq DNApolimerase, na presença de dATP 
e tampão de reação. O ciclo de polimerização inclui um ciclo a 70ºC durante 30 minutos. 
Figura 6 - Mapa pGEM-T Easy Vector 
 
Fonte: Promega Corporation. (2015). pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems 





4.4.8. Ligação (pGEM) 
Para a ligação utilizou-se 50 ng de plasmídeo pGEM® T easy. O cálculo da concentração do 
insert foi efetuado de acordo com a seguinte fórmula: 
Equação 1 - Ng de Insert 





 = 𝑥 ng insert 
A reação de ligação foi efetuada no volume final de 10 µl, com 5µl de tampão de ligação “2X 
Rapid Ligation Buffer”; 1 µl de plasmídeo (50ng); 1 µl de T4 ligase (1U) e o volume calculado 
de insert. A reação foi incubada durante 1 hora à temperatura ambiente, seguida duma 
incubação “over night” a 4ºC. 
4.4.9. Transformação 
A transformação consiste na introdução de um plasmídeo recombinante numa célula 
bacteriana competente. Foram utilizadas células de Escherichia coli DH5α competentes 
congeladas a -80ºC em microtubos de 1,5ml com um volume de aproximadamente 200 µl. 
Após descongelação em gelo, adicionaram-se às células 5 µl de reação de ligação, 
pipetando cuidadosamente. Após 20 minutos de incubação em gelo, foi aplicado um choque 
térmico a 42º durante 50 segundos para promover a entrada do plasmídeo nas células, 
seguido de 2 minutos em gelo. Seguidamente, as células foram transferidas para tubos de 
50 ml com 950 µl de meio SOC líquido e incubadas durante 1 hora e 30 minutos a 37ºC 
numa estufa orbital com agitação a 200rpm. Este passo permite a recuperação das células 
ao choque térmico no meio de enriquecimento SOC. A incubação é efetuada em tubos de 
50 ml numa estufa com agitação para promover a recuperação em aerobiose. Após 
recuperação, as células foram transferidas para microtubos de 2ml e centrifugadas a 1500G 
durante 10 minutos. Após descartar 800 µl do sobrenadante, o sedimento celular foi 
cuidadosamente ressuspendido nos restante volume, que foi semeado em toalha em duas 
placas de agar LB com 100 µg/ml de Ampicilina e 100mM de IPTG e 1 mg X-GAL, para 
permitir o screening das colónias recombinantes. As placas foram incubadas a 37ºC 12-18h.  
O pGEM contém o gene de resistência à ampicilina e o seu local de clonagem interrompe o 
gene da β galactosidase1. Desta forma, colónias bacterianas, transformadas pelo plasmídeo 
recombinante vão desenvolver-se e apresentar uma cor branca, contrastando com a cor 
azul das colónias transformadas pelo plasmídeo circularizado, não recombinante.   
As colónias selecionadas foram repicadas e semeadas por estrias em placas 
Amp/IPTG/XGal.  
                                               
1
 O IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) é um reagente que imita a alolactose, activando a 
transcrição dos genes da β-galactosidase, permitindo a hidrólise do X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
β-D-galactopyranoside). Quando este composto é hidrolisado forma metabolitos que conferem a cor 
azul ao meio. 
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4.4.10. Seleção de recombinantes por qPCR 
O screening dos plasmídeos recombinantes foi efetuado por PCR quantitativo em placas de 
96 poços, de acordo com a Tabela 2. As células recombinantes foram recolhidas com o 
auxílio de ansas de 1 µl e homogeneizadas em água estéril.  
As reacções foram preparadas numa área reservada, tendo sido efetuadas no volume final 
de 20 µl, com SYBR®green mix 2x, 400nM de primer forward e reverse e 2 µl da diluição de 
células. Por questões de gestão laboratorial, nesta fase, foi usado o termociclador em tempo 
real 7300 (Applied Biosystems), com o ciclo de amplificação de 95ºC durante 10min para 
desnaturação do DNA molde, seguido por 45 ciclos de amplificação a 90ªC/ 15segundos; 
60ºC/ 1minuto.  
Após observação da curva de amplificação, com uma única curva de dissociação e 
confirmação da presença do insert, foi feito um stock das células selecionadas; o DNA 
plasmídico foi extraído e enviado para sequenciação, para confirmação da especificidade do 
fragmento inserido. 
4.4.11. Stock de bactérias 
As colónias selecionadas pelo screening foram recolhidas com auxílio de uma ansa de 1 µl e 
colocadas em tubos de 50ml com 10ml de meio LB com 100µg/ml de ampicilina e incubadas 
durante 12-18h, numa estufa com agitação. Após incubação foram retirados 2 ml para stock 
das bactérias recombinantes, com 50% glicerol e congeladas a -80ºC. O restante volume foi 
utilizado para extração do DNA plasmídico.  
4.4.12. Extração de DNA plasmídico 
A extração do DNA plasmídico foi efetuada com o kit “ZR Plasmid Miniprep™ Classic” 
(Zymo Research), segundo as instruções do fabricante. Após centrifugação a 4650G 
durante 10 minutos, foi descartado o sobrenadante e adicionados 200 µl de P1 Buffer. As 
células foram ressuspendidas e transferidas para um microtubo de 2ml, sendo adicionados 
200 µl de P2 Buffer. A homogeneização foi efetuada por inversões sucessivas do tubo, até a 
solução se tornar transparente, roxa e viscosa, devido à lise celular. Foram adicionados 400 
µl de P3 Buffer e homogeneizados gentilmente por inversões sucessivas, de forma a não 
fragmentar o DNA genómico bacteriano, evitando assim a contaminação do DNA 
plasmídico. Após incubação durante 2 minutos à temperatura ambiente foi centrifugado a 
18.000G durante 3 minutos e o sobrenadante transferido para uma coluna de sílica. A 
coluna foi centrifugada a 16.000G durante 30 segundos e o eluído foi descartado. Após 
lavagem com os tampões de lavagem, nas mesmas condições de centrifugação, a coluna foi 
colocada num microtubo de 1,5 ml e o DNA foi eluído da membrana após adição de 10µl de 





Todas as sequenciações efetuadas, foram realizadas pela StabVida, Portugal. 
4.6. Curva standard 
A sensibilidade e eficiência foram determinadas por PCR quantitativo em placas de 96 
poços, amplificando diluições sucessivas na base 10 do plasmídeo recombinante. As 
reações foram preparadas numa área reservada, tendo sido efetuadas no volume final de 
12,5 µl, com SYBR®green mix 2x, 400nM de primer forward e reverse e 2 µl da diluição 
plasmídeos. O ciclo de amplificação foi idêntico ao anteriormente referido para o 
termociclador StepOnePlus (Applied Biosystem). 
Os resultados obtidos foram analisados no programa Microsoft Excel® 2010 e, através das 
suas funções, foi desenhada uma reta tendência, cujo coeficiente de determinação (R²) 
indica a correspondência dos valores com a reta tendência e pode ser usado para avaliar a 
se o qPCR está otimizado (Real-time PCR handbook; Applied Biosystsems, 2012). A reta é 
determinada a partir dum gráfico no qual o eixo dos X corresponde ao logaritmo do nº de 
cópias por ml e o eixo dos Y a média dos Ct correspondentes a essa diluição. O nº de 
cópias por ml corresponde, por sua vez, à multiplicação entre o nº de moléculas e a diluição. 
Para o cálculo do nº de moléculas seguiu-se a seguinte fórmula: 





 “g/μl” = concentração das moléculas; “PMbp” = peso molecular de cada par de bases; “bp” = nº de 
pares de bases e “NA” = constante de Avogadro  
 
A eficiência foi calculada a partir da inclinação da reta, segundo a fórmula:  




 “m” = inclinação da reta (Real-time PCR handbook; Applied Biosystsems, 2012) 
 
4.7. Análise dos dados 
Os resultados obtidos dos qPCR, foram exportados para o formato “.xls” e tabelados 
convenientemente utilizando o programa Microsoft Excel® 2010. Foram utilizados dois 
métodos para a análise dos dados: o método de “2-ΔΔCt” (Livak & Schmittgen, 2001) e o 
método do algoritmo “Miner” (Zhao & Fernald, 2005). Ambos os métodos assentam na 
equação que descreve a amplificação exponencial do PCR: 




Em que “Xn” é o de moléculas no ciclo “n” do PCRq; “X0” é o nº de moléculas inicial; “E” é a 
eficiência dos primers e “n” é número de ciclos (Livak & Schmittgen, 2001).  
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Considerando que o Ct é o ciclo a que o gene em questão atinge determinado nº de cópias 
(threshold), e que esse threshold é igual, tanto para o gene alvo, como para o gene 
referência, a equação pode ser simplificada em: 






No método “2-ΔΔCt”, o valor da eficiência deve ser semelhante entre os vários genes em 
estudo; sendo determinado a partir duma reta, previamente referida, pelo que a equação 
passa a ser: 




Em que o ΔΔCt é a diferença entre os ΔCt médio de dois grupos amostrais, sendo o ΔCt a 
normalização dos resultados através da diferença entre o Ct do gene alvo e o Ct do gene 
referência. O X0 é a expressão relativa inicial, entre o gene alvo em relação ao gene 
referência. 
 
No método algoritmo “Miner”, a eficiência é calculada pelo algoritmo, disponível no website: 
“http://ewindup.info/miner/data_submit.htm”, através dos dados referentes a todos os ciclos 
do PCR. É aplicada a equação simplificada da amplificação exponencial ao Ct do gene alvo 
e ao Ct do gene referência sendo dividido o valor do primeiro pelo segundo. 
 
Em ambos os métodos, os valores obtidos no final são os valores da expressão relativa dos 
genes alvo em relação ao gene referência normalizados, passíveis de serem utilizados para 
análise estatística (Livak & Schmittgen, 2001). 
 
4.8. Análise estatística 
Os resultados foram analisados quanto à sua distribuição pelo teste de normalidade 
Shapiro-Wilk (Ghasemi & Zahediasl, 2012). Quando comparando dois grupos, aqueles que 
apresentavam distribuição normal foram analisados pelo teste paramétrico t de Student. Os 
que não apresentavam distribuição normal foram analisados pelo teste não-paramétrico 
Mann-Whitney (Callegari-Jaques, 2003). Quando comparando 3 ou mais grupos, foi utilizado 
o método não-paramétrico Kruskal-Wallis H Test. Os resultados foram considerados 
significantes para p<0,05. 
Para todos os procedimentos estatísticos foi utilizado o programa IBM® SPSS® Statistics – 
versão 20 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. 





A utilização neste trabalho do pulmão e linfonodo pulmonar deveu-se ao facto do primeiro 
ser um órgão alvo do CeMV, de grande importância na fisiopatologia do vírus e do segundo 
ser um órgão central do sistema imunitário. Os resultados obtidos de animais infetados com 
CeMV não foram contabilizados por serem estatisticamente irrelevantes devido ao reduzido 
tamanho da amostra e serem de uma espécie diferente (Stenella coeruleoalba) da espécie 
animal do grupo controle (Delphinus delphis). Algumas das amostras de pulmão de animais 
infetados encontravam-se armazenadas a -20º C sem RNA Later (Qiagen, Alemanha), 
inviabilizando a sua utilização (ANEXO 2). 
Os resultados obtidos sobre a expressão das diferentes citoquinas estudadas, avaliadas no 
pulmão e linfonodo pulmonar do grupo controlo estão apresentados de duas formas 
distintas, conforme o método utilizado para a sua análise. A utilização de dois métodos 
permitiu o esclarecimento dos pontos fracos e fortes de cada um, servindo como possível 
referência para estudos posteriores. 
 
5.1. Seleção do gene referência 
Foram testados primers para os seguintes genes referência: GADPH; 18S (ANEXO 8), 
YWHAZ e RPL7 (Tabela 1). Os primers para GADPH e 18S não amplificaram em alguns dos 
animais. Os primers para YWHAZ e RPL7 amplificaram em todos os animais, demonstrando 
curvas de dissociação únicas. Nas amostras estudadas, o RPL7 apresentava curvas de 
amplificação mais precoces que o YWHAZ (Gráfico 1).  
 




5.2. Método do “2-ΔΔCt” 
5.2.1. Eficiências dos Primers 
Os primers utilizados para avaliar a expressão dos genes RPL7 (Gráfico 2), YWHAZ 
(Gráfico 3), TNF-α (Gráfico 4), IL-6 (Gráfico 5), IL-4 (Gráfico 6) e IL-10 (Gráfico 7), 
apresentaram eficiências de 100%, 97%, 91%, 90%, 98% e 97% respetivamente, pelo que 
permitiam a utilização do método “2-ΔΔCt”. 
As eficiências e sensibilidades dos primers da IL-12 e IL-1β não foram calculadas devido às 







Gráfico 4 - Eficiência Primers TNF-α 
 
 
y = -3,5678x + 38,562 
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Gráfico 6 - Eficiência Primers IL-4 
 
 
y = -3,3728x + 27,018 
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Gráfico 5 - Eficiência Primers IL-6 
 
 
y = -3,5869x + 40,394 
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Gráfico 7 - Eficiência Primers IL-10 
 
 
y = -3,3838x + 36,765 
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Gráfico 3 - Eficiência Primers YWHAZ 
 
y = -3,4062x + 26,269 
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Gráfico 2 - Eficiência Primers RPL7 
 
 
y = -3,3057x + 40,567 
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Legenda: R
2
 = Coeficiente de determinação. Os dados encontram-se detalhados no ANEXO 3 
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5.2.2. Análise de expressão 
5.2.2.1. Diferenças de expressão entre citoquinas no linfonodo 
As diferenças entre a expressão das citoquinas no linfonodo foram estatisticamente 
relevantes (p=0,00003). O TNF-α apresentou uma expressão mais elevada que a IL-4 
(p=0,004), a IL-10 (p=0,002) e a IL-6 (p=0,00028) (Gráfico 8). A IL-4 e IL-10 apresentaram 
expressões semelhantes entre si (p=0,166) e ambas superiores à de IL-6 (p=0,003 e 
p=0,007 respetivamente). A IL-6 apresentou a expressão mais baixa das quatro. 
5.2.2.2. Diferenças de expressão entre citoquinas no pulmão 
As diferenças entre a expressão das citoquinas no pulmão foram também estatisticamente 
relevantes (p=0,031), embora com variações entre citoquinas. A IL-4 apresentou uma 
expressão mais elevada que a IL-6 (p=0,033) e a IL-10 (p=0,018) (Gráfico 8). A IL-6 e IL-10 
apresentaram uma expressão semelhante entre si (p=0,231). Neste órgão, o TNF-α não 
apresentou diferenças estatisticamente significativas em comparação com a IL-4 (p=0,117), 
IL-6 (p=0,413) ou IL-10 (p=0,085). 
5.2.2.3. Diferenças de expressão entre Pulmão e Linfonodo 
A expressão média relativa de TNF-α no linfonodo pulmonar foi estatisticamente superior 
(p=0,009) à expressão no pulmão. Em relação à IL-4 (p=0,157), IL-6 (p=0,064) e IL-10 
(p=0,052), as diferenças de expressão não foram estatisticamente significativas entre os 
dois órgãos (Gráfico 8).  
 
Gráfico 8 - Expressão média das citoquinas nos dois órgãos (método 2-ΔΔCt) 
 
Legenda: Os valores das barras correspondem à média das expressões nos diferentes animais e o 
erro padrão correspondente. Os valores detalhados encontram-se no ANEXO 4. p corresponde ao 
valor estatístico das diferenças encontradas entre os dois órgãos. A análise da distribuição quanto à 























5.3. Método do algoritmo “Miner” 
5.3.1. Diferenças de expressão entre citoquinas no linfonodo 
As diferenças entre a expressão das citoquinas no linfonodo foram estatisticamente 
relevantes (p=0,000001). A expressão de TNF-α e IL-1β foi semelhante si (p=0,224), 
superior à de IL-4 (p=0,001 e p=0,01), IL-6 (p=0,0001 e p=0,0004), IL-10 (p=0,0005 e 
p=0,003) e IL-12 (p=0,0004 e p=0,003) (Gráfico 9). A expressão de IL-4 e IL-10 foi 
semelhante entre as duas (p=0,488) e superior à de IL-6 (p=0,013 e p=0,015). A expressão 
de IL-12 não apresentou diferenças significativas em relação à IL-4 (p=0,184), IL-10 
(p=0,644) e IL-6 (p=0,149).  
5.3.2. Diferenças de expressão entre citoquinas no pulmão 
As diferenças entre a expressão das citoquinas no pulmão foram estatisticamente relevantes 
(p=0,002), havendo uma expressão mais acentuada de IL-1β em relação ao TNF-α 
(p=0,002), IL-4 (p=0,012), IL-6 (p=0,0004), IL-10 (p=0,002) e IL-12 (p=0,007) (Gráfico 9). 
Todas as outras citoquinas não apresentavam diferenças estatisticamente significativas 
entre si.  
5.3.3. Diferenças de expressão entre Pulmão e Linfonodo 
A expressão média relativa de TNF-α (p=0,001) no linfonodo pulmonar foi superior à 
expressa no pulmão, enquanto as expressões médias relativas da IL-6 (p=0,035) e da IL-1β 
(p=0,019) foram inferiores (Gráfico 9). Em relação à IL-4 (p=0,301), IL-10 (p=0,776) e IL-12 





Gráfico 9 - Expressão média das citoquinas nos dois órgãos (método Miner) 
 
Legenda: Os valores das barras correspondem à média das expressões nos diferentes animais e o 
erro padrão correspondente. Os valores detalhados encontram-se no ANEXO 5. p corresponde ao 
valor estatístico das diferenças encontradas entre os dois órgãos. A análise da distribuição quando à 






































6.1. Padronização do protocolo experimental 
Para se chegar ao protocolo experimental definitivo, houve diversos procedimentos que 
sofreram alterações, cuja descrição é importante, dado o cariz prospetivo deste trabalho. 
Dos genes referência testados, apenas o YWHAZ e o RPL7 funcionaram, tendo sido 
escolhido o último por apresentar curvas de amplificação mais precoces. Os primeiros 
primers para a IL-1β, IL-10 e IL-12 não funcionaram, tendo sido necessário calcular novos 
primers e otimizar a amplificação dos produtos (ANEXO 8).  
A utilização do “método 2-ΔΔCt” para a análise dos dados seria mais indicada para o objetivo 
inicial do trabalho, para comparação de um grupo controlo com um grupo de animais 
infetados com CeMV. Para a análise de dados dentro de cada grupo, o método do 
“algoritmo Miner” torna-se mais indicado, pois determina a eficiência dos primers a partir dos 
dados de cada ciclo de replicação. Como não foi possível estabelecer um grupo de animais 
infetados com CeMV, as considerações finais foram tomadas a partir da análise do 
“algoritmo Miner”, sendo descontinuado o processo de clonagem das citoquinas. Isto levou a 
que o número de citoquinas analisadas pelo “método 2-ΔΔCt” fosse inferior. No entanto, os 
dados obtidos por este método não foram descartados, podendo ter aplicação em estudos 
futuros.  
 
6.2. Discussão dos Resultados 
A criação dum grupo controlo, passível de ser comparado, a partir de animais de vida livre, 
oriundos de localizações distintas, expostos a diferentes ambientes e capturados 
acidentalmente em redes de pesca, revelou-se possível, ainda que com algumas limitações.  
Os dois órgãos analisados apresentaram resultados bastante diferentes entre si.  
No linfonodo pulmonar verificou-se uma distribuição relativamente homogénea dos 
resultados entre os diversos animais, tendo sido detetado um aumento significativo geral na 
expressão de TNF-α e IL-1β em relação às restantes citoquinas, indicativo de inflamação 
aguda (Tizard, 2009). Tendo em conta que se trata de animais aquáticos de vida livre, 
expostos a diversos fatores ambientais, essa inflamação pode ser considerada expectável. 
O facto da IL-6 não se encontrar aumentada sugere um processo inflamatório numa fase 
inicial (Schindler, et al., 1990c).  
No pulmão foi observada uma grande variabilidade de resultados, com uma grande 
dispersão nos valores da expressão relativa da IL-4, IL-12 e principalmente IL-1β. Apesar de 
no Gráfico 9 a expressão média de IL-4 e IL-12 parecer mais elevada que a expressão de 
TNF, IL-10 e IL-6, o elevado erro padrão faz com que os valores não sejam estatisticamente 
significativos. Esta expressão aumentada pontual de duas interleucinas responsáveis por 
dois tipos de resposta diferentes pode dever-se a processos inflamatórios distintos nos 
diferentes animais, uma vez que se tratam de órgãos expostos a agressões do exterior 
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(Huaux, Liu, McGarry, Ullenbruch, & Phan, 2003; Manetti, et al., 1993). A elevada expressão 
de IL-1β também é sugestiva de um processo inflamatório. No entanto, a expressão relativa 
das outras citoquinas pro-inflamatórias (TNF-α e IL-6) revelou-se baixa, não coincidindo com 
o que seria de esperar num processo inflamatório agudo. Todas estas variações nas 
expressões das citoquinas no pulmão sugerem a presença de diferentes processos 
inflamatórios, distintos de animal para animal, coincidindo com as alterações observadas 
nas necropsias, que incluíram a observação de material granuloso, hepatização, zonas de 
pneumonia, hemorragias e petéquias.  
Este aumento de citoquinas pro-inflamatórias contrasta com o esperado em animais 
capturados, uma vez que os níveis de cortisol associados ao stress de captura, ao 
aumentarem, levam ao decréscimo da expressão destas citoquinas e ao aumento de 
citoquinas imunossupressoras como a IL-10 (Fonfara, Siebert, Prange, & Colijn, 2007). No 
entanto, o tempo que leva da captura acidental à morte do animal pode não ser o suficiente 
para que essas alterações sejam detetadas. Quando comparando os dois órgãos, o 
aumento de expressão de TNF-α no linfonodo pulmonar em relação ao pulmão e o aumento 
de expressão da IL-1β e IL-6 no pulmão em relação ao linfonodo pulmonar são sugestivos 
de duas fases distintas de inflamação nos dois órgãos: nos pulmões foram encontrados 
perfis de expressão característicos com inflamação aguda já estabelecida e a progredir para 
a cronicidade e resposta secundária (Farrar & Hilfiker, 1982; Manetti, et al., 1993; Kidd, 
2003); enquanto nos linfonodos foram detetados sinais de inflamação aguda numa fase 
inicial (Akira, Hirano, Taga, & Kishimoto, 1990; Tizard, 2009). Esta diferença de perfis de 
expressão entre os dois órgãos é expectável, pois enquanto os pulmões, como órgãos que 
se encontram expostos a agressões do ambiente, são os primeiros a sofrer alterações, os 
linfonodos só são afetados quando as alterações progridem.  
A grande variabilidade da expressão de diversas citoquinas nos pulmões entre os diversos 
animais em estudo e a incoerência de alguns valores obtidos não permitiram a criação de 
um grupo controlo homogéneo para este órgão. Esta variabilidade de respostas pode dever-
se às alterações pontuais detetadas nos pulmões, que inicialmente possam ter sido 
consideradas como causadas pela captura dos animais, tendo em conta o seu estatuto de 
animais de vida livre, contendo baixa carga parasitária e sendo negativos a doenças virais 
sendo considerados saudáveis. Por outro lado, a grande homogeneidade nos perfis de 
expressão das citoquinas nos linfonodos pulmonares, a coerência com as alterações 
observadas na necropsia e o tipo de perfil observado levam a considerar o linfonodo 
pulmonar como apto, tendo sido estabelecido um grupo controlo efetivo, a partir do qual é 
possível realizar estudos comparativos com animais infetados. 
As diferenças encontradas nos perfis de expressão entre os dois órgãos serviram também 
como estudo comparativo entre duas amostras diferentes, comprovando a utilidade e 




Este trabalho experimental foi feito de raiz, tendo havido a necessidade de várias afinações 
e alterações de procedimentos, culminando num protocolo experimental eficaz para a 
obtenção de perfis de expressão de citoquinas em amostras de mamíferos marinhos 
capturados acidentalmente em redes de pesca.  
Foi feito um contributo para a elaboração dum grupo controlo homogéneo a partir de animais 
oriundos de localizações distintas e expostos a diferentes agressões ambientais. No 
entanto, isto apenas foi possível em amostras de linfonodo pulmonar e não em amostras de 
pulmão. A criação dum grupo controlo vai permitir que, num futuro próximo, sejam feitos 
estudos comparativos entre animais saudáveis e animais infetados com agentes 
patogénicos de importância para saúde pública e ambiental, dada a qualidade de animais 
sentinelas dos golfinhos e, a partir dos resultados obtidos, será possível determinar quais os 
elementos do sistema imunitário em ação, aprofundando os conhecimentos sobre 
fisiopatologia do agente envolvido. O facto de ter sido feito em amostras de animais mortos 
por captura acidental, permitiu contornar problemas de ética relacionados com a 
manipulação de animais vivos, sem interferência na qualidade dos resultados. 
Apesar de ter sido dado o primeiro passo, não foi possível fazer o estudo comparativo com 
animais infetados com morbilivirus devido ao reduzido número de amostras de linfonodo 
pulmonar e devido à incapacidade de utilização de amostras de pulmão.  
Para que este estudo seja significativo, é necessário dar-lhe continuidade e insistir no 
aprofundamento dos conhecimentos nesta área da saúde animal e ambiental, da qual ainda 
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ANEXO 1 – Fichas de necropsias 
Ficha de necropsias - Pulmões 
Animal Alterações nos Pulmões Parasitas 
DD-167-2012 Hemorrágicos 0 
DD-295-2012 Hemorragia; Material granuloso 1 
DD-151-2013 Pneumodocimásia negativo 0 
DD-207-2013 Petéquias 0 
DD-208-2013 Sai sangue e espuma ao corte 0 
DD-216-2013 Edema severo e hiperémia com zonas de pneumonia 
Pulmão hepatizado 
0 
DD-183-2014 Tingido de sangue 
Sai espuma ao corte 
0 
DD-184-2014 Pequenos quistos de parasitas com reacção de fibrina 
Sai sangue e espuma ao corte 
Hemorrágicos 
1 
DD-202-2014 Direito tingido de sangue  
Sai sangue ao corte 
0 
DD-212-2014 Hemorrágicos 




Sai espuma ao corte 
0 
DD-238-2014 Petéquias 
Sai sangue ao corte 
0 
DD-239-2014 Sem alterações 0 
DD-240-2014 Sai sangue e espuma ao corte 
Tingido de sangue 
1 





Ficha de Necropsias - Linfonodo Pulmonar 
Animal Alterações no Linfonodo pulmonar 
DD-167-2012 Tingido de sangue 
DD-295-2012 Tingido de sangue 
DD-151-2013 Sem alterações 
DD-207-2013 Reativos 
DD-208-2013 Sem alterações 
DD-216-2013 reativos e aumentados e heterogéneos 
DD-183-2014 Sem alterações 
DD-184-2014 Reativos 
DD-202-2014 Sem alterações 
DD-212-2014 Tingido de sangue 
DD-230-2014 Sem alterações 
DD-238-2014 Heterogéneos 
DD-239-2014 Ponteados pretos 
DD-240-2014 Edemaciados 




ANEXO 2 - Amostras de Animais Positivos a CeMV 
ID Animal Origem Armazenamento Órgãos recolhidos 
dd191 Portugal -20º C com RNA later R, F, P, LN, C, O 
sc290 Portugal -20º C com RNA later R, F, P, LN, C, O 
sc302 Portugal -20º C com RNA later R, F, P, LN, C, O 
sc193 Portugal -20º C com RNA later R, F, P, LN, C, O 
sc221 Portugal -20º C com RNA later R, P, LN, C, O 
sc11 Portugal -20º C com RNA later R, F, P, LN, C, O 
scg49 Galiza -20º C sem RNA later P 
scg53 Galiza -20º C sem RNA later P 
scg55 Galiza -20º C sem RNA later P 
scg21 Galiza -20º C sem RNA later P 
scg31 Galiza -20º C sem RNA later P 
scg42 Galiza -20º C sem RNA later P 
Legenda: R=Rim; F=Fígado; P=Pulmão; LN=Linfonodo; C=Cérebro; O=Outros;  




ANEXO 3 – Tabelas das eficiências 
 
Eficiência dos Primers RPL7 
Log (Nº cópias/mL) Nº cópias/mL Ct1 Ct2 Média Desvio Padrão 
10,74303714 55339743416 6,204536 6,287976742 6,246256 0,059001543 
9,743037141 5533974342 8,00174 8,002791405 8,002266 0,000743808 
8,743037141 553397434,2 11,0985 11,04226971 11,07039 0,039763696 
7,743037141 55339743,42 14,57682 14,71183491 14,64433 0,095467672 
6,743037141 5533974,342 17,82881 17,95025826 17,88953 0,085877068 
5,743037141 553397,4342 21,4211 21,51363564 21,46737 0,065432139 
4,743037141 55339,74342 24,76925 24,92342758 24,84634 0,109016702 
3,743037141 5533,974342 28,26856 28,58158302 28,42507 0,221337721 
2,743037141 553,3974342 32,18443 31,3823204 31,78338 0,567179263 













9,726727209 5330000000 5,730077744 5,999458790 5,864768267 0,190481165 
8,726727209 533000000 6,991698742 7,008101940 6,999900341 0,011598813 
7,726727209 53300000 10,444009781 10,332350731 10,388180256 0,078954871 
6,726727209 5330000 13,899503708 13,934113503 13,916808605 0,02447282 
5,726727209 533000 17,549860001 17,571765900 17,560812950 0,01548981 
4,726727209 53300 21,295509338 21,180273056 21,237891197 0,081484357 
3,726727209 5330 25,125013351 24,932693481 25,028853416 0,135990684 
2,726727209 533 28,296422958 28,383708954 28,340065956 0,061720519 
1,726727209 53,3 32,291835785 32,253330231 32,272583008 0,027227538 





Eficiência dos Primers IL-6 
Log (Nº cópias/mL) Nº cópias/mL Ct1 Ct2 Média Desvio Padrão 
9,913721302 8198252728 6,935854912 6,544717789 6,740286 
0,276575712 
8,913721302 819825272,8 7,750976086 7,839447021 7,795212 
0,062558399 
7,913721302 81982527,28 11,87132931 11,21591377 11,54362 
0,463448769 
6,913721302 8198252,728 14,89949417 14,96947479 14,93448 
0,049483772 
5,913721302 819825,2728 18,65826035 18,74629784 18,70228 
0,062251907 
4,913721302 81982,52728 22,51683807 22,55880928 22,53782 
0,029678125 
3,913721302 8198,252728 25,92910194 25,92256737 25,92583 
0,004620643 
2,913721302 819,8252728 29,57790947 29,77300262 29,67546 
0,137951693 
1,913721302 81,98252728 33,53318024 33,98854446 33,76086 
0,321991133 




Eficiência dos Primers IL-4 
Log (Nº cópias/mL) Nº cópias/mL Ct1 Ct2 Média Desvio Padrão 
6,129778 1348275 6,458159 6,614621 6,53639 0,110635 
5,129778 134827,5 9,529108 9,462544 9,495827 0,047068 
4,129778 13482,75 13,29129 13,31659 13,30394 0,017894 
3,129778 1348,275 16,74003 16,53504 16,63753 0,144953 
2,129778 134,8275 19,55875 19,56838 19,56356 0,006808 
1,129778 13,48275 22,84304 22,7524 22,79772 0,064097 
0,129778 1,348275 26,77302 26,42689 26,59996 0,244747 
-0,87022 0,134827 30,25855 29,85097 30,05476 0,288204 
-1,87022 0,013483 34,8024 32,23911 33,52075 1,812522 
 
Eficiência dos Primers IL-10 
Log (Nº cópias/mL) Nº cópias/mL Ct1 Ct2 Média Desvio Padrão 
9,488116 3076917030 6,909294 6,97783 6,943562 0,048462 
8,488116 307691703 8,596148 8,563499 8,579823 0,023086 
7,488116 30769170,3 11,51831 11,45429 11,4863 0,045272 
6,488116 3076917,03 14,26704 14,31167 14,28935 0,031554 
5,488116 307691,703 18,05661 17,63654 17,84658 0,297036 
4,488116 30769,1703 21,51003 21,58423 21,54713 0,052467 
3,488116 3076,91703 25,24784 25,00446 25,12615 0,172101 
2,488116 307,691703 28,09512 27,89777 27,99645 0,139549 





ANEXO 4 – Tabela de expressão relativa de citoquinas (Método 2-ΔΔCt) 
 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Linfonodo IL-4 Pulmão 
IL-6 
Linfonodo IL-6 Pulmão 
dd167/2012 0,005263927 0,00048057 0,001471644 0,007423 0,000634695 0,00219814 
dd295/2012 0,003750093 0,002063168 0,002934359 
 
0,000309811 0,00093027 
dd151/2013 0,001010736 0,000489195 0,000165203 0,0019075 0,00020263 0,00430303 
dd207/2013 0,005516575 
 
0,002332083 0,00587203 0,000568432 0,00171697 
dd208/2013 
  
0,000835601 0,00577355 0,001208889 0,00047063 
dd216/2013 0,014721813 0,001932758 0,000876822 0,00093367 0,001195673 0,00119093 
dd183/2014 0,004562514 
 
0,002078067 0,00858356 0,000550862 0,00215998 




0,002128656 0,00023932 0,000705395 0,00103828 
dd230/2014 0,012050348 0,000210624 0,001966015 0,00027715 0,00054168 0,00130954 
dd239/2014 0,002161238 0,000358449 0,001718268 0,00295138 0,00348886 0,00294108 









   








       
Média 0,006139908 0,001198205 0,00158656 0,00456359 0,000884627 0,00153799 
Erro Padrão 0,001261072 0,000339581 0,000221565 0,00132475 0,000251741 0,00028586 














dd167/2012 0,000737128 0,002128503 0,000851998 0,001551275 0,002758072 0,018498863 







dd207/2013 0,001966423 0,00015804 0,001750048 0,000760045 0,00116906 0,001693458 




dd216/2013 0,00068439 0,000710148 0,001135675 0,002680408 0,006499752 0,030322063 
dd183/2014 0,002528228 0,000428609 0,001179334 0,003335853 0,002452251 0,002541186 










   























       
Média 
      
















Linfonodo ,323 11 ,002 ,785 11 ,006 
Pulmão 
,258 9 ,087 ,771 9 ,009 
IL-4 
Linfonodo ,131 12 ,200* ,964 12 ,843 
Pulmão ,220 13 ,084 ,759 13 ,002 
IL-6 
Linfonodo ,333 12 ,001 ,628 12 ,000 
Pulmão ,246 14 ,021 ,845 14 ,019 
IL-10 
Linfonodo ,234 12 ,070 ,879 12 ,086 
Pulmão 
,222 9 ,200* ,867 9 ,113 
*. This is a lower bound of the true significance. 
a. Lilliefors Significance Correction 
 













,287 11 ,012 ,881 11 ,108 
Pulmão 
,312 9 ,012 ,805 9 ,023 
IL-4 
Linfonodo 
,107 12 ,200* ,984 12 ,995 
Pulmão 
,178 13 ,200* ,848 13 ,027 
IL-6 
Linfonodo 
,331 12 ,001 ,625 12 ,000 
Pulmão 
,227 14 ,048 ,862 14 ,032 
IL-10 
Linfonodo 
,212 12 ,142 ,900 12 ,161 
Pulmão 





 ,927 12 ,351 
Pulmão 









 ,903 9 ,268 
*. This is a lower bound of the true significance. 







ANEXO 8 – Primers que não funcionaram 
Gene Primer Sequência 
IL-10 
Forward 5’ TTG AGC CAG TCT CTG CTG GA 3’ 
Reverse 5’ CTT CTC CCC CAG GGA GTT CA 3’ 
IL-12 
Forward 5’ CGA ATG AGA GTT GCC TGG CT 3’ 
Reverse 5’ TGC TAA GGC ACA GGG TCA TC 3’ 
IL-1β 
Forward 5’ GGC ATT TCG TGT CAG TCA TT 3’ 
Reverse 5’ GCT CTT CAG GTC ATC CTC CT 3’ 
GADPH 
Forward 5’ GCC AAA AGG GTC ATC ATC TC 3’ 
Reverse 5’ GGG GCC ATC CAC AGT CTT CT 3’ 
18S 
Forward 5’ CCC CTC GAT GCT CTT AGC TG 3’ 
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Cytokines play a key role in the establishment of immune response and are crucial in host 
immunity during infection and inflammatory processes. These small proteins have the ability 
to modulate the balance between humoral and cell-based response.2 Viral infections are 
capable of manipulating cytokine expression in order to favor viral success. Recognising 
reference values for these cytokines in healthy animals is the first step to allow the detection 
of immunological shifts caused by pathogen infections or stress.1 For the assessment of 
baseline values for gene expression cetaceans presented at necropsy were sampled (n=30). 
These samples were collected from bycaught animals, with no obvious signs of disease at 
necropsy and negative for cetacean morbillivirus and herpesvirus, recent feeding and good 
body condition. Specific primers for the amplification of mRNA for cytokines that participate in 
cellular immunity (IFN-α, TNFα and IL12) and humoral immunity (IL-4, IL-10, IL6 and IL1β) 
were designed and RPL7 was selected as a housekeeping gene. Total RNA was extracted 
from lymphnodes and cDNA was synthesized and used to perform quantitative PCR. CT 
values for each gene were normalised and used to determine means and standard errors for 
the cytokines in study. Coefficients of variation for each cytokine were calculated and the 
baseline values for each gene were assessed for this group. Our results allowed the 
determination of baseline immunological parameters to be compared with cytokine profile for 
cetaceans positive to cetacean morbillivirus. These data represent a valuable tool for health 
assessment in free ranging cetacean populations. 
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